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OZET

KAZEIN HIDROLIZATLARININ iSLEVSEL OZELLIKLERI

OMEROGLU, Leyla
Nigde Omer Halisdemir Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Gida Miihendisligi Anabilim Dali

Danisman : Prof. Dr. Metin YILDIRIM
Ekim 2018, 61 sayfa

Bu calismanin amaci, tripsin (T) ve Neutrase (N) enzimleri yardimiyla farkli diizeylerde
(%1, 5 ve 10) hidrolize edilen asit kazein (AK) hidrolizatlari ile hazirlanan protein-peptit ve
peptit-peptit etkilesimlerine ait drneklerin islevsel 6zelliklerini incelemektir. Bu amagla, 6
farkli kazein hidrolizat1 (1T, 5T, 10T, 1IN, 5N ve 10N), 6 farkli protein-peptit etkilesimi
(AK+IT, AK+5T, AK+10T, AK+IN, AK+5N ve AK+10N) ve 9 farkli peptit-peptit
(1T+1IN, 1T+5N, 1T+10N, 5T+1N, 5T+5N, 5T+10N, 10T+1N, 10T+5N, 10T+10N)
hazirlanmistir. Asit kazein ve hidrolize kazein 6rneklerinin (1T, 5T, 10T, 1N, 5N ve 10N)
su, kiil ve protein icerikleri sirasiyla %1,87-4,78, %1,54-5,41 ve %92,62-97,29 arasinda
degisim goOstermistir. Hidrolizatlarm ve protein-peptit ve peptit-peptit etkilesimi ile
hazirlanan 6rneklerin, asit kazeine oranla daha yliksek protein ¢oziiniirliigline sahip oldugu
belirlenmistir. Incelenen drneklerin yag tutma kapasitesi 0,74-2,32 g yag/g 6rnek arasinda
degisim gostermistir. Protein-peptit ve peptit-peptit etkilesimi sonucu hazirlanan 6rneklerin
koptlik kapasiteleri asit kazeine gore daha diisiik c¢ikmistir. Biitiin 6rneklerin kopiik
stabiliteleri analiz siiresine bagl olarak onemli diizeyde azalma gdstermistir. Peptit-peptit
etkilesimine ait drneklerin emiilsiyon aktivite indeksleri genellikle kendilerini liretmek icin
kullanilan Dbilesenlerden daha disiik bulunmustur. Protein-peptit ve peptit-peptit
etkilesimine ait Orneklerin emiilsiyon stabilite indeksleri ise diizensiz bir degisim
gostermistir. Calisgma sonucunda elde edilen veriler, protein-peptit ve peptit-peptit

etkilesiminin islevsel 6zellikler iizerinde etkili dnemli faktorler oldugunu ortaya koymustur.

Anahtar Sozciikler: Asit kazein, tripsin, Neutrase, hidroliz, islevsel 6zellikler, protein-peptit etkilesimi, peptit-
peptit etkilesimi



SUMMARY

FUNCTIONAL PROPERTIES OF CASEIN HYDROLYSATES

OMEROGLU, Leyla
Nigde Omer Halisdemir University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Food Engineering

Supervisor : Professor Dr. Metin YILDIRIM

October 2018, 61 pages

The aim of this study was to investigate the functional properties of protein-peptide or peptide-
peptide interactions formed with acid casein (AC) hydrolysates which were prepared by
hydrolysing at different degrees (1, 5 and 10%) with proteolytic enzymes trypsin (T) or Neutrase
(N). For this purpose, 6 different samples from acid casein hydrolysates (1T, 5T, 10T, 1N, 5N
and 10N), 6 different samples representing protein-peptide interactions (AC+1T, AC+5T,
AC+10T, AC+1N, AC+5N and AC+10N), and 9 different samples representing peptide-peptide
interactions (1T+1N, 1T+5N, 1T+10N, 5T+1N, 5T+5N, 5T+10N, 10T+1N, 10T+5N and
10T+10N) were prepared. The moisture, ash and protein contents of acid casein and hydrolysed
casein samples (1T, 5T, 10T, 1N, 5N and 10N) were 1.87-4.78%, 1.54-5.41% and 92.62-97.29%,
respectively. Hydrolysates and the samples which were prepared with protein-peptide or peptide-
peptide interactions had higher protein solubilities than acid casein. The oil holding capacity of
the samples examined varied between 0.74-2.32 g oil/g sample. The foaming capacities of the
samples prepared by protein-peptide or peptide-peptide interactions were lower than that of acid
casein. The foam stability of all samples showed a significant decrease depending on the duration
of the analysis. The emulsion activity indices of the samples belonging to peptide-peptide
interactions were generally found to be lower than those of the components used to produce them.
The emulsion stability indices of samples belonging to protein-peptide and peptide-peptide
interactions changed irregularly. The data obtained in the study revealed that protein-peptide and
peptide-peptide interactions are important factors affecting functional properties.

Keywords: Acid casein, trypsin, Neutrase, hydrolysis, functional properties, protein-peptide interactions,
peptide-peptide interactions
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BOLUM I

GIRIS

Tiiketicinin bir gida maddesinden bekledigi islevsel ozellikler, gidanin besleyici degeri
disinda kalan diger niteliklerinin tiimiidiir. Tiiketici tercihlerini etkileyen islevsel nitelikler

kivam, doku, tat-koku, renk ve goriiniistiir (Singh vd., 2008; Ogunwolu vd., 2009).

Proteinler, tat-koku maddelerini tagima, kopiik, emiilsiyon, jel ve hamur olusturma gibi
ozellikleri ile gidanin islevsel niteliklerini belirleyen 6nemli bilesenler arasinda yer alir
(Fox ve Kelly, 2004). Gida endiistrisinde ¢ok Onemli gorevler iistlenen proteinlerin
gidalardaki islevselligini sahip olduklar1 nitelikler belirler (Darewicz vd., 2006). Proteinler,
esansiyel aminoasit ve temel azot kaynagi olmalar1 nedeniyle beslenmede biiyiik bir 6neme
sahiptir (Hambraeus, 1992).

Gida tretiminde kullanilan proteinler kabaca hayvansal (kazein, jelatin vb.) ve bitkisel
(soya, yer fistig1 vb.) proteinler olmak tizere iki grupta toplanabilir (Fox ve Kelly, 2004).
Hayvansal proteinler arasinda, Yeterli miktarda esansiyel aminoasit i¢ermesi, yiiksek
sindirilebilirlige ve islevsel 0Ozelliklere sahip olmasi nedeniyle siit proteinleri 6ne
cikmaktadir (Hambraeus, 1992). Siit proteinleri, siit iiriinlerinden igeceklere, diyet ve tibbi
gidalara kadar birgok farkl iirtinde kullanilmaktadir (Mulvihill, 1992; Walstra vd., 1999;
Van der Ven, 2002).

Inek siitii proteinlerinin yaklasik %80’ini kazeinler, %20’sini ise serum proteinleri
(peyniralt1 suyu proteinleri) olusturmaktadir. Kazeinler, izoelektrik noktalar1 olan pH
4,6’da ¢oktiiriilerek siitten ayrilabilirler. ag-, os2-, B- ve k-kazein olmak iizere dort gruba
ayrilan kazeinler esnek, istya dayanikli ve amfipatik (amfifilik) proteinlerdir (Mulvihill,
1992; Swaisgood, 1992). Fosfor igermeleri nedeniyle fosfoprotein olarak kabul edilen
kazeinler siitte cap1 30-500 nm arasinda degisen miseller halinde bulunur (Fox ve Kelly,
2004).

Proteinlerin islevsel nitelikleri kimyasal veya enzimatik yontemlerle iyilestirilebilir. Bu

amagla Oncelikli olarak daha 1liml sartlarda gergeklestirilen enzimatik yontemler tercih
1



edilmektedir (Haque ve Mozaffar, 1992). Proteolitik enzimler, besin degerinde herhangi bir
kaylp olusturmaksizin kontrollii sartlarda proteinlerin  hidrolizini gerceklestirerek
fonksiyonel Ozelliklerin gelismesini saglayabilirler. Enzimatik hidroliz sonucunda
proteinlerin molekiil boyutu, hidrofobik ve hidrofilik 6zelikleri degisiklige ugramaktadir.
Proteinlerin hidrolizinde kullanilan enzim ¢esidi ve islem kosullar1 elde edilen hidrolizatin
fonksiyonel 6zelliklerini ve gidalardaki kullanim seklini belirler (Panyam ve Kilara, 1996;

Van der Ven vd., 2002).

Hidroliz sirasinda olusan protein-protein, protein-peptit ve peptit-peptit etkilesimi hidroliz
diizeyini etkileyebilmektedir (Amiot vd., 2004; Uluko vd., 2016). Ayrica bu tiir etkilesimler
elde edilen hidrolizatin fonksiyonel nitelikleri {izerinde de belirleyici olabilmektedir.
Protein-peptit veya peptit-peptit etkilesiminin agregasyona neden olabildigi belirlenmistir
(Creusot vd., 2006). Bu nedenle kazeinin farkli enzimlerle hidrolizi sonucunda elde edilen
hidrolizatlarda da farkli diizeylerde protein-peptit veya peptit-peptit etkilesimleri

gozlenebilir.

Hidroliz derecesi arttikga ¢oziinebilirlik de artmaktadir (Gbogouri vd., 2004). Hidroliz
derecesi ayrica emiilsiyon ve kopilik olusturma gibi diger fonksiyonel nitelikleri de
etkilemektedir (Kristinsson ve Rasco, 2000; Gbogouri vd., 2004). Ancak yiiksek hidroliz
dereceleri fonksiyonel 6zellikleri ¢ok olumsuz etkileyebilmektedir (Kristinsson ve Rasco,

2000).

Yapilan kaynak taramasmda farkli enzimlerle hidrolize edilen kazein hidrolizat ve
karigimlarindaki protein-peptit ve peptit-peptit etkilesiminin fonksiyonel &zellikler
iizerindeki etkilerinin incelendigi herhangi bir ¢alismaya rastlanmamistir. Bu nedenle asit
kazeinden iki farkli proteolitik enzim ile iiretilen hidrolizat ve karigimlarindaki protein-
peptit ve peptit-peptit etkilesiminin fonksiyonel 6zellikler tizerindeki etkisinin incelenmesi

bu tez ¢alismasmin temel amacini olusturmaktadir.



BOLUM II

KAYNAK ARASTIRMASI

2.1 islevsel Ozellikler

Emiilsiyon olusturma, kopiirme ve jellesme gibi islevsel 6zellikleri ve besin degeri
nedeniyle proteinler gida endiistrisinde genis bir kullanim alanina sahiptir (Zayas, 1996).
Proteinlerin islevsel ozellikleri, gida isleme ve iiriin gelistirme uygulamalarinda biiyiik
Oonem tagimaktadir. Su ve yag tutma, emiilsiyon, kopiik ve jel olusturma 6ne ¢ikan islevsel
ozellikler arasinda yer alir. Bu ozelliklerden hangisinin daha 6nemli oldugu proteinin
kullan1ldig1 gida maddesine bagli olarak degisim gosterir. Ornegin yiiksek emiilsiyon ve
kopiik olusturma 6zellikleri ¢orbalar, salata soslari, sekerlemeler, donuk tatli ve kek gibi
gidalarda one ¢ikarken yiiksek su ve yag tutma kapasitesi ise sosis, ekmek ve kek gibi

gidalarda tercih edilen 6zelliklerdir (Kinsella, 1979; Ahmedna vd., 1999).

Emiilsiyon, kopiik ve jel olusturma gibi islevsel Ozellikleri ¢ok Onemli diizeyde
etkilediginden proteinlerin  fakli ortamlardaki ¢Oziiniirliikleri en Onemli islevsel
niteliklerden birisidir (Kinsella, 1981). Protein-protein etkilesiminin en yiiksek seviyede
gerceklesmesi nedeniyle genellikle en diisiik protein ¢oziiniirligi izoelektrik noktada (pl)
gozlenir. Tepkime ortaminda bulunan iyonlarin konsantrasyonu ve ¢esidi proteinlerin su
tutma kapasitesini, sigsmesini ve c¢Oziiniirliigiini 6nemli derecede -etkilemektedir. Su
molekiilleri, ytikli gruplara (iyon-dipol etkilesimi), peptit baglarina, asparajin ve
glutaminin amid gruplarina, serin, treonin ve tirozinin hidroksil gruplarma (dipol-dipol
etkilesimi) ve polar olmayan aminoasitlere baglanabilmektedir (Cheftel vd., 1985; Saldamli

ve Temiz, 1998).

Proteinlerin su ile etkilesimi, gidalarm hem dokusunu hem de tat ve kokusunu
sekillendirmesi agisindan gida sistemleri i¢in ¢ok Onemlidir. Proteinlerin su tutma
kapasitesini belirleyen i¢ faktorler aminoasit dizilimi ve bilesimi, {i¢ boyutlu yap1 ve
ytizeyin hidrofobik/hidrofilik oranidir. Ayrica gida isleme metotlar1 gibi dis faktorlerin de

proteinlerin su tutma kapasitesi iizerinde énemli etkisi bulunmaktadir (Barbut, 1999). Su
3



tutma kapasitesi ¢orba ve firmncilik iirtinleri gibi viskozitesi yiiksek gida maddeleri icin
kritik bir iglevsel 6zelliktir. Bu iirlinlerde proteinlerin ¢6ziinmeksizin suyu tutmalar1 ve bu
sirada da viskoziteyi arttirip kivam ve yapi kazandirmalari gerekmektedir (Seena ve
Sridhar, 2005). Enzimatik hidroliz sonucunda polar aminoasitler ile iyonlasabilir gruplarin
aciga ¢ikmasi su tutma kapasitesini arttirmaktadir (Vioque vd., 2000). Ancak hidrolizasyon
derecesi arttik¢a suda ¢oziiniir duruma gelen peptitlerin analiz sirasinda uygulanan santrifiij
ile ortamdan uzaklagsmasi nedeniyle bu peptitlerin su tutma kapasitesine katkisi
olamamakta, tersine santrifiij islemi sonrasi uzaklasan bu peptitler, 6rnek kaybi sebebiyle

su tutma kapasitesinin azalmasina yol acabilmektedir (Guan vd., 2007).

Protein-yag etkilesimi, gidalarin tat ve kokusu ile yapisini belirlemesi nedeniyle gida
sistemlerinde ¢ok Onemlidir (Barbut, 1999). Gida emiilsiyonlar1 termodinamik agidan
kararli olmayan su-yag karisimlaridir. Emiilsiyon olusmasi ve kararliligi mayonez gibi gida
sistemlerinde ¢ok Onemlidir. Proteinler yiiklii, yiiksiiz, polar ve apolar aminoasitleri
kiimeler olusturacak sekilde i¢erebilmektedir. Bu aminoasit kiimeleri proteinlere, hidrofilik
ve hidrofobik 6zellikleri bir arada i¢eren yiizey aktif madde niteligi kazandirabilmektedir.
Bu nedenle gida sistemlerindeki proteinler hem yag hem de su faz1 ile etkilesime
girebilmektedir. Proteinler tarafindan olusturulan emiilsiyonlarin kararliligmi pH, iyonik
gii¢, sicaklik, karbonhidratlarm ve diisiik molekiil agirhigina sahip yilizey aktif maddelerin
varligi, yagm ve proteinin tipi gibi faktorler de etkilemektedir. Bunlarin yani sira,
emiilsiyon olusturma 06zelligini proteinin ¢Ozilinebilirligi de olduk¢a fazla diizeyde
etkileyebilmektedir. Ancak bu iki 0Ozellik arasinda tam bir dogrusal iliski de
bulunmamaktadir (Saldamli ve Temiz, 1998). Coziinirliigii disik ve hidrofobik 6zelligi
yiiksek olan proteinlerin 6nemli 6lgiide lipid baglayabildikleri tespit edilmistir. Kiigiik
partikiil boyutlu, diisiik yogunluklu proteinler yiiksek yogunluklu proteinlere gore daha
fazla yag tutma kapasitesine sahiptir (Cheftel vd., 1985). Wang ve Kinsella (1976), kiitle

yogunlugu ile yag emilimi arasindaki korelasyonun 0,95'in {izerinde oldugunu bildirmistir.

Yag tutma kapasitesinin yiiksek olmasi, protein molekiilii iizerindeki hidrofobik grup
sayisinin ¢ok oldugunu gostermektedir (Subagio, 2006; Kaur ve Singh, 2007). Protein
hidrolizi yag tutma kapasitesini hem pozitif hem negatif yonde etkileyebilmektedir.

Enzimatik hidroliz sonucu apolar gruplarmn agiga c¢ikmasiyla yag tutma kapasitesi de
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artmaktadir (Vioque vd., 2000). Yagn fiziksel olarak hapsedilmesinin yag tutma kapasitesi
tizerinde pozitif yonde etkili oldugu, ancak hidroliz sonucunda yagin fiziksel olarak
hapsedilmesini saglayan yiizeylerin azalmasi nedeniyle yag tutma kapasitesinin de azaldig:
belirtilmektedir (Guan vd., 2007).

Kopiik, emiilsiyona benzer bir sekilde olusur. Kopiik olusumunda, su molekiilleri apolar faz
olan hava kiireciklerinin etrafini ince bir film seklinde sarmaktadir. Proteinlerin hem polar
hem de apolar gruplar1 bir arada igermesi teorik olarak onlar1 iyi bir kopiik olusturan
bilesen konumuna getirmektedir. Bu nitelikleri sayesinde proteinler su-hava ara yiizeyine
tutunarak hava kiireciklerinin birlesmesine engel olur. Proteinlerin kopiirme ozellikleri,
cirpilmis krema, dondurma, kek gibi gida maddeleri i¢in onem tagimaktadir (Kinsella,
1979; Saldamhi ve Temiz, 1998). Bir protein molekiiliiniin iyi bir kopiirme o6zelligi
gosterebilmesi i¢in (i) hava-su ara yiizeyine hizli bir sekilde tasinabilmesi, (ii) hizli bir
yapisal degisiklige ugrayarak ara yiizeyde yeniden diizenlenebilmesi ve (ii1)) molekiiller
aras1 etkilesimler yoluyla viskoelastik bir film olusturabilmesi 6nemlidir (Makri vd., 2005).
Esnek ikincil ve tiglinciil yapiya sahip molekiiller kopiigiin etkili bir sekilde olusumu i¢in
gerekliyken molekiiler aras1 ¢ekim ve yapisal elastikiyet kararli bir kopiik olusumu igin
onemli bulunmaktadir (Kinsella, 1981; Damodaran, 1990). Hidrolizatlarin kopiirme 6zelligi
baslangi¢ proteininden 6nemli dl¢lide farklilik gosterebilir. Bir taraftan hidroliz, ara yiizeye
daha hizli tasmnmay1 saglayan molekiiler agirlikta azalmaya yol agarken (Wilde ve Clark,
1996) diger taraftan da olusan peptitler proteinlerin yerini alarak veya protein-protein
etkilesimini bozarak koptgiin kararliligini azaltir (Zhu ve Damodaran, 1994; Wilde ve
Clark, 1996). Dahasi hidroliz, kopiik kararliligini olumsuz etkileyen yiik yogunlugunun
(elektrostatik itme) artmasina da yol agar (Lorient vd., 1989; Zhu ve Damodaran, 1994).

2.2 Kazein ve Ozellikleri

Inek siitiindeki toplam proteinin %80'ini olusturan kazeinin, osi-, os-, B- ve k-kazein
olmak iizere 4 ¢esidi vardir (Capriotti vd., 2016). Siit proteinlerinin birincil yapilar1 ile
birlikte ti¢ boyutlu yapilar1 da aydmlatilmigtir. Kazeinleri kristallestirmeye yonelik
girisimlerin bugiine kadar basarisiz olmasi nedeniyle bunlarmn ikincil ve ii¢ilinciil yapilar1

tam olarak agikliga kavusturulamamistir (Fox ve McSweeney, 2013).
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Kazeinler siitte, yaklasik 30-500 nm ¢apinda misel olarak adlandirilan kompleks yapilar
olusturur. Kazeinin misel yapisimi tanimlamak i¢in ¢esitli modeller ileri siiriilmiistiir. lk
one siirtilen sub-misel modelinde, belirli oranlarda a-, B- ve k-kazein igeren sub-miseller
kolloidal kalsiyum fosfat kopriileri ile birleserek miselleri olusturur. k-kazeince zengin sub-
miseller esas olarak misel yilizeninde yer alir. k-kazeinin hidrofilik C-terminal bolgesi,
ipliksi uzantilar seklinde serum fazina yonelir ve sahip oldugu negatif yiikk ve Brownian
hareketi nedeniyle ortaya ¢ikan sterik itme sayesinde miseli kararl hale getirir (Walstra vd.,
1999). Kazein miseli %40 og-kazein, %10 ag-kazein, %35 B-kazein ve %15 (m/m) «-
kazein igerir (Broyard ve Gaucheron, 2015).

Tek bir polipeptit zincirinden olusan xk-kazeinin 10’dan fazla genetik varyanti
bulunmaktadir. Bunlar arasinda A ve B varyantlar1 en c¢ok goriilendir. Bu varyantlar
arasinda sadece iki aminoasit farkliligi s6z konusudur (A varyantinda Asp 169/Thr 157
bulunurken B varyantinda Ala 169/1le 157 bulunur) (Farrell vd., 2004). x-kazeinin birincil
dizisi 169 aminoasit kalintis1 icerir. Kazeinler igerisinde x-kazein, bazi benzersiz 6zellikler
gosterir. Kazein miselinin en stabil bileseni olan k-kazein, galaktoz, N-acetilgalaktozamin
ve/veya N-asetilnoraminik (sialik) asit igeren bir gliko-proteindir. x-kazein, diisiik
fosforilizasyon derecesi ve kalsiyum duyarhiligina sahip olup kazeinlerin en kiigtigiidiir.
Diger kazeinler gibi, k-kazein de degisken fosforilizasyon diizeyleri gostermektedir. k-
kazeinin monofosforilize formu sadece Serisg'dan, difosforilize formu ise Seriso Ve
Serypi'den fosforilize edilmistir (Mercier, 1981; Minkiewicz vd., 1996; Talbo vd., 2001;
Holland vd., 2006). k-kazeinin (A varyantinin) kiitlesi teorik olarak yaklagik 19 kDa’dur.
Sentez sonrasi fosforilizasyon ve glikozilasyona bagli olarak molekiiler agirlik degisiklik
gosterebilmektedir. Aminoasit dizisi kullanilarak hesaplanan teorik izoelektrik nokta (pI)
yaklasik 5,93 olmakla birlikte, sentez sonras1 fosforilizasyon ve glikozilasyona baglh olarak
protein iizerinde artan negatif yiikler k-kazeinin izoelektrik noktasin1 pH 3,50 gibi degerlere
kadar diistirebilmektedir (Holland vd., 2006).

Alfa-s-kazein, tipik bir fosfo-protein olup kalsiyuma karsi son derece duyarli ag- Ve os-
kazein formlarmda bulunur. ag-kazein, toplam kazein i¢inde miktar agisindan en biiyiik
orana sahip kazein fraksiyonudur (yaklasik %40). Protein, 199 aminoasit kalintisindan

olusur. Fosforilize edilmis proteindeki 16 serin aminoasidinin 8'i (Serss, Seraz, Seregs, Serss,
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Serg7, Sergs, Serss ve Seryys) fosforilize edilmistir (Mercier vd., 1971). Aminoasit
kompozisyonu dikkate alindiginda sentez sonrasi modifikasyondan onceki teorik kiitlesi
yaklasik 23,0 kDa olarak hesaplanmistir. Bu degerin 8 Ser aminoasidinin fosforilizasyonu
sonucunda 23,6 kDa’a yiikseldigi bildirilmistir. Aminoasit dizisi dikkate alindiginda os;-
kazeinin izoelektrik noktast 4,90 pH olmasi gerekirken 8 Ser aminoasidinin
fosforilizasyonu sonucunda yaklasik 0,50 pH birimi azalarak 4,40-4,80 pH degerine geriler
(Trieu-Cuot ve Gripon, 1981; Eigel vd., 1984). as-kazeinde degisen diizeylerde ikincil yap1
tespit edilmistir. Ornegin o-heliks (sarmal) i¢in %5-15 (Herskovits, 1966), %8-13 (Byler
vd., 1988), %20 (Creamer vd., 1981) ve %13-15 (Malin vd., 2005) gibi farkli oranlar
bildirilmistir.

Alfa-s,-kazeinin 207 aminoasit igerdigi, yaklasik 24,3 kDa'luk kiitlenin, 11 Ser kalintisinin
fosforilizasyonu sonucunda 25,2 kDa’a yiikseldigi belirtilmistir. Sentez sonrasi
modifikasyondan o6nce yaklasik 8,30 pH olarak hesaplanan izoelektrik noktanin
fosforilizasyon sonucunda yaklasik 4,90 pH’ya geriledigi tespit edilmistir. 33 pozitif ve 39
negatif yiik tasima kapasitesine sahip olmasi1 nedeniyle, as-kazeinin en hidrofilik kazein
oldugu kabul edilmektedir (Farrell vd., 2009). Serin aminoasidinin 10, 12, veya 13’{iniin
fosforilizasyona ugradigi as-kazein gesitleri de bulunmaktadir (Brignon vd., 1976). os-
kazeinin, molekiil i¢i veya molekiiller aras1 disiilfit baglar1 olusturabilen iki Cys kalintisi
(Cysss ve Cysyo) icerdigi rapor edilmistir. as-kazein genellikle distlfit baglh dimerler
halinde bulunur ve ¢6zelti igindeki as-kazein plazmine karsi olduk¢a duyarhidir; ancak

sitte ap-kazein kaynakl peptitlere rastlanmamistir (Fox, 2001).

Inek siitii kazeininin yaklasik %35'ini olusturan B-kazein, 209 aminoasit iceren tek bir
polipeptit zincirinden ibarettir. Fosforilizasyon oncesi 23,6 kDa olan kiitlesi, 5 Ser
aminoasidinin fosforilizasyonu sonucunda 24,0 kDa’a yiikselir. Fosforilizasyon Oncesi
yaklasik 5,1 pH olan izoelektrik noktasi, fosforilizasyon sonrasi yaklasik 4,7 pH degerine
geriler. Bu deger deneysel olarak belirlenen 4,8-5,0 pH degerinden daha diisiiktiir (Trieu-
Cuot ve Gripon, 1981). Yiiksek bir amfipatik 6zellikteki B-kazeinin N-terminali, yani 1. ve
40. aminoasitler arasindaki bolgesi, esas olarak molekiiliin biitiin net yiikiinii igerir ve

diisiik bir hidrofobisiteye sahiptir. f-kazeinin orta kismi, yani 41. ve 135. aminoasitler
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arasindaki bolgesi, az miktarda yiik tasir ve orta derecede bir hidrofobisiteye sahiptir. C-
terminali (136. ve 209. aminoasitler arasindaki bolge) ise az miktarda yiik tagir ve apolar
aminoasitlerin ¢ogunu i¢erdiginden yiiksek bir hidrofobisiteye sahiptir (De Kruif ve Holt,
2003). B-kazein, %10’luk o heliks yapisi ile diisiik ikincil yapiya sahip bir proteindir
(Herskovits, 1966; Noelken ve Reibstein, 1968; Caessens vd., 1999).

Siitten kazeinin ayrilmasi i¢in kullanilan yontemlerin ¢ogunda, siit yagi uzaklastirildiktan
sonra bir protein ¢oktiirme islemi uygulanmaktadir. Bu islem ¢ogunlukla, ya izoelektrik
(asit yardimiyla) ya da enzimatik (hayvansal, bitkisel veya mikrobiyal rennet yardimiyla)
coktiirme seklinde gerceklestirilmektedir (EI-Bakyr, 2012).

2.3 Kazein Hidrolizi

Gida proteinlerinin birden fazla islevsel 6zelligi ayn1 anda gostermesi arzu edilir. Bununla
birlikte, ticari gida proteinlerinin ¢ogunlugu smirli sayida islevsel 6zellige sahiptir. Bu
nedenle proteinlerin islevsel 6zelliklerini gelistirmek amaciyla degisik fiziksel, kimyasal ve

enzimatik yontemler uygulanmaktadir (Nielsen, 1997).

Ilmli kosullarda gergeklesmesi, yiiksek diizeyde o6zgiinlilk gostermesi, kolay kontrol
edilebilir olmas1 gibi faktorler enzimatik modifikasyonu one ¢ikarmaktadir. Proteinlerin
enzimatik modifikasyonu aminoasitlerin yan gruplarmin diizenlenmesi, protein zincirlerinin
capraz baglanmasi veya peptit baginin hidrolize edilmesi seklinde uygulanabilmektedir.
Bunlar arasinda enzimatik hidroliz yaygin olarak kullanilmaktadir. Enzimatik hidroliz, asit
veya alkali ile gerceklestirilen hidrolizinden ¢ok daha 6zgiin, ilimli ve kontrol edilebilir
olma dstiinliigiine sahiptir. Uygun enzimlerin se¢imi ile sadece belirli peptit baglarinin
parcalanmasi saglanabilmektedir. Proteinlerin enzimatik hidrolizi Adler-Nissen (1986)
tarafindan kapsamli olarak incelenmistir. Protein hidrolizinde 6nemli parametrelerden birisi
hidroliz derecesidir (DH) ve hidrolize edilen peptit bagmm toplam peptit bagma orani
seklinde tanimlanir. DH genellikle, serbest aminoasit azotunun (AN) Kjeldahl yontemi ile
belirlenen toplam azota (TN) oran1 (AN/TN) seklinde ifade edilir. Hidrolizattaki aminoasit

azotunun belirlenmesi i¢in farkli yontemler kullanilmakta olup sik¢a uygulananlar arasinda



o-fitaldialdehit (OPA), formol titrasyon ve 2,4,6-trinitrobenzenesiilfonik asit (TNBS)
yontemleri yer almaktadir (Frister vd., 1988; Adler-Nissen, 1979).

Siit proteinlerinin enzimatik hidrolizi, gida formiilasyonlarinda ihtiya¢ duyulan islevsel
ozelliklerin iyilestirilmesini miimkiin kilar. Enzimatik hidroliz yoluyla islevsel 6zellikleri
iyilestirebilmek i¢in dogru proteolitik enzimin (pepsin, tripsin, Neutrase, kimotripsin,
plazmin gibi), hidroliz siiresinin, ¢evresel kosullarin ve hidroliz derecesinin seg¢imi
onemlidir. Kontrollii hidroliz, bazi islevsel 6zellikleri iyilestirebilirken digerlerini olumsuz
yonde etkileyebilir (Panyam ve Kilara, 1996). Yiizey hidrofobisitesi, kopik ve jel
olusturma, emiilsiyon kapasitesi ve stabilitesi ile ¢ozinirlik hidrolizden en fazla
etkilenebilecek islevsel ozelliklerdir. Kismi hidroliz islevsel 6zellikleri gelistirebilirken
asirt  hidroliz ise olumsuz yonde etkileyebilir. Ayrica genellikle yiiksek hidroliz
derecelerinin aciliga neden oldugu da bilinmektedir. Kazeinler, esnek ve diisiik ikincil yap1
oranma sahip olmalar1 nedeniyle, kompakt globiiler yapidaki peyniralt: suyu proteinlerine
oranla daha kolay hidrolize edilirler (Banach vd., 2013). Diger proteinlerde tespit edildigi
gibi kazeinin de smirli diizeyde hidrolizi islevsel 6zelliklerin iyilesmesini saglarken asiri
diizeyde hidrolizi islevsel niteliklerin olumsuz yonde etkilenmesine yol agmaktadir

(Mahmoud vd., 1992; Slattery ve FitzGerald, 1998).

Kazein, tripsin ile hidrolizasyon derecesi %4.,3, 8,0 ve 9,9 olacak sekilde hidrolize
edildiginde 4-5 pH araligindaki ¢oziiniirliigiinde artis gozlenmistir. Ayrica hidrolizatlarin
izoelektrik noktadaki emiilsiyon kapasiteleri de daha yiiksek bulunmustur. Hidrolizatlarin
emiilsiyon 6zelliklerini korumak i¢in hidrolizatlarda 5000 Da’dan daha kiiclik molekiiler

agirliga sahip peptitlerin bulunmamasi gerektigi saptanmustir (Chobert vd., 1988a).

Staphylococcus aureus V8 proteazi (proteine bagli glutamik asidin karboksil ucuna 6zgii) ile
kazein %2,0 ve 6,7 diizeyinde hidrolize edildiginde, hidrolizatlarin emiilsiyon aktivitelerinin
biitin pH degerlerinde kazeine goére azaldigi saptanmustir. Boyut ayiric1 kromatografi ile
belirlendigi tizere %2’lik hidrolizasyon derecesine sahip hidrolizatlarin %70’inden, %6,7’lik
hidrolizasyon derecesine sahip hidrolizatlarin ise %90’indan fazlasin1 12400 Da’dan daha

kiiciik molekiil agirhigindaki peptitler olugturmustur. Hidrolizatlarin 4,0-5,0 pH arasmndaki



coziinlirligli kazeinden ¢ok daha yiiksek (kazein, %2 ve %6,7 hidroliz diizeyine sahip
ornekler i¢in sirastyla %0, %25 ve %50) bulunmustur (Chobert vd.,1988b).

Haque ve Mozaffar (1992) asit kazeinin immobilize tripsin, kimotripsin ve Rhozyme-4l
enzimleriyle hidrolize ederek islevsel niteliklerini belirlemistir. Asit kazeinin emiilsifiye
etme niteliginin hidroliz sonucunda onemli dl¢iide iyilestigi saptanmistir. immobilize
Rhozyme-4l ile hidrolizasyon, emiilsiyon aktivitesinde 3,2 katlik bir artis saglamistir. En
yliksek yag tutma kapasitesi immobilize tripsin kullanildiginda elde edilmistir.
Hidrolizatlarin ¢oziinebilirligi ve termal stabilitesi kontrol 6rnegine gore ¢ok daha yiiksek

bulunmustur.

Ticari bir Bacillus proteinaz kompleksi ile iiretilen sodyum kazeinat hidrolizatlarinin
islevsel ve fiziko-kimyasal Ozellikleri Slattery ve FitzGerald (1998) tarafindan
incelenmistir. Diisiik hidroliz derecelerine (%0,5 ve 1,0) sahip O6rnekler, hidrolize
ugratilmamis 6rnege gore pH 2 ve 4'te daha iyi emiilsiyon aktivitesi gostermesine karsin
yikksek hidroliz diizeylerine sahip Ornekler tersine daha diisiik emiilsiyon aktivitesi
gostermistir. Ayrica diislik hidroliz derecesine sahip orneklerin pH 8 ve 10'da daha yiiksek

kopiik kapasitesi ve stabilitesine sahip olduklari da belirlenmistir.

Kazein ve peyniralt1 suyu proteinlerinin, 11 farkli ticari enzim (Pem, Flavourzyme,
Alcalase, Promod 184, Promod 258, Pepsin, Protex 6L, NewlaseF, Corolase PP, Corolase
L10 ve Validase FP) kullanilarak hidrolize edildigi ¢alismada, kazein (hidrolizasyon
derecesi %0,5-22,0) ve peyniralt1 suyu proteinleri (hidrolizasyon derecesi %5,5-24,0)
hidrolizatlarinin emiilsiyon ve kopiik olusturma ozellikleri incelenmistir. Bazi kazein
hidrolizatlarinin emiilsiyon ve kopilik olusturma kapasitelerinin hidrolize edilmemis
kazeininkine benzer oldugu saptanmistir. Emiilsiyonun kararsizlig1 krema tabakasi olusumu
(yag kiireciklerinin yiizeyde birikmesi) ve koalesens (yag kiireciklerinin birlesmesi)
sonucunda gerceklesmistir. Krema tabakasi olusumu biiyiik yag kiireciklerine sahip
emiilsiyonlarda, koalesens ise kiirecik boyutunun genis bir aralikta degisim gosterdigi
emiilsiyonlarda gdzlenmistir. Fazla miktarda 2 kDa’dan biiylik peptite sahip Orneklerin

daha kararli emiilsiyon olusturduklar1 saptanmistir (Van der Ven vd., 2001).
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Sodyum kazeinatin Protamex enzimi ile %2,7, 5,3 ve 13,3 diizeyinde hidrolize edildigi
caligmada, hidrolizatlarin pH 2,0-10,0 araliginda ¢oziinebilirligi, emiilsiyon ve kopiik
olusturma &zelligi ile viskozitesi incelenmistir. Biitin pH degerlerinde, %13,3 hidroliz
derecesine sahip Ornegin kopilirme kapasitesi isitilmig ve isitilmamis sodyum kazeinat
orneklerine oranla daha yiiksek bulunmustur. Hidroliz isleminin izoelektrik nokta
etrafindaki ¢Oziiniirligli, alkali pH’daki emiilsiyon aktivite ve stabilitesini 1sitilmamis

kazeine gore Onemli dlgiide arttirdigi saptanmustir (Flanagan ve FitzGerald, 2002).

Crowley vd. (2002) tarafindan Neutrase, Protamex, Alcalase, Flavourzyme ve PTN 3.0S
ticari enzimleriyle sodyum kazeinat %1 diizeyinde hidrolize edilmistir. Biitiin hidrolizat
ornekleri pH 2,0, 7,5 ve 10’da sodyum kazeinata oranla daha yiiksek kopiik kapasitesi
sergilemiglerdir. En kararli emiilsiyon Alcalase ile hidrolize edilen kazein hidrolizati
kullanilarak pH 10,0 degerinde saptanmustir. Hidrolizatlar arasinda en yiiksek su baglama
kapasitesine Neutrase ile hidrolize edilen hidrolizatlarin sahip oldugu belirlenmistir.
Sodyum kazeinatin (0,88 mL/g), hidrolizatlardan (0,76-0,87 mL/g) daha yiiksek su baglama

kapasitesine sahip oldugu bulunmustur.

Sodyum kazeinat ve peyniralt1 suyu proteinleri 11 farkli ticari enzim (Pem, Flavourzyme,
Alcalase, Promod 184, Promod 258, Pepsin, Protex 6L, NewlaseF, Corolase PP, Corolase L10
ve Validase FP) ile hidrolize edilmistir. Caligmada, biitiin kazein hidrolizatlarmm ytiksek kopiik
kapasitesi gosterdigi saptanmustir. Kopiik stabilitesi, kazein hidrolizatlarinin ¢ogunlugunda
sodyum kazeinata gore daha diisiik bulunmustur. Kazein hidrolizatlarmin kopiik stabilitesi
molekiiler agirhk dagilimima paralellik gostermis, 7 kDa’dan biiyiik peptitlerin oraninin
fazlahig1 kopiik stabilitesi ile dogrusal iliski sergilemistir (Van der Ven vd., 2002).

Pralea vd. (2011), sodyum kazeinat1 kimotripsin ile farkli diizeylerde hidroliz edip
(maksimum hidroliz derecesi %8,7) santriflij islemi sonrasi sivi faz1 (pH 4,6’da ¢6kmeyen
kisim) donuk kuruttuktan sonra islevsel 6zelliklerini incelemislerdir. Farkli hidrolizasyon
derecesine sahip Orneklerin tamami 2-8 pH araliginda %90’m iizerinde ¢oziiniirliik
sergilemistir. Kopiik kapasitesi hidrolize olmamig kazein ile 10 dakika hidroliz sonucu elde
edilen hidrolizatta benzer bulunmustur. Hidroliz siiresinin 40 dakikanin iizerine ¢ikmasiyla
birlikte kopiik kapasitesi hafif¢ce azalma gostermistir. Hidrolize olmamis kazein Ornegi

hidrolizatlara oranla daha yiliksek bir kopiik stabilitesi gostermis, hidroliz siiresi arttik¢a
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koptik stabilitesinin azaldig1 saptanmistir. Bu veriler, koplik kapasitesini arttirmak igin
sinirlt bir hidrolizin gerekli oldugunu ancak bdyle bir durumda kopiik stabilitesinin dnemli

Olgtide azaldigini1 gostermistir.

Sodyum kazeinat, papain, pankreatin ve tripsin enzimleri ile 10 dakikadan 24 saate kadar
degisen siirelerde hidrolize edilip hidrofobisite, antioksidan aktivite ve emiilsiyon
ozellikleri incelenmistir. Hidroliz sonrast sodyum kazeinatin asidik pH’lardaki
coOziiniirligliniin arttigi, 24 saatlik hidroliz sonrasinda ¢oziiniirliigiin pH’dan bagimsiz hale
geldigi saptanmistir. Sodyum kazeinatin emiilsiyon olusturma ozelligi hidroliz sonrasi

genel olarak artig gostermistir (Luo vd., 2014).

2.4 Peptit-Peptit ve Peptit-Protein Etkilesimi

Yapilan kaynak taramasmda farkli enzimlerle hidrolize edilen kazein hidrolizat ve
karigimlarindaki protein-peptit ve peptit-peptit etkilesiminin fonksiyonel 6zellikler
iizerindeki etkilerinin incelendigi herhangi bir ¢aligmaya rastlanmamistir. Bu nedenle

asagida diger siit proteinleri ile elde edilen sonuglar sunulmustur.

Hidroliz sirasinda olusan protein-protein, protein-peptit ve peptit-peptit etkilesimi hidroliz
diizeyini etkileyebilmektedir (Amiot vd., 2004; Uluko vd., 2016). Ayrica bu tiir etkilesimler
elde edilen hidrolizatin fonksiyonel nitelikleri iizerinde de belirleyici olabilmektedir.
Protein-peptit veya peptit-peptit etkilesiminin agregasyona neden oldugu belirlenmistir
(Creusot vd., 2006). Bu nedenle kazeinin farkli enzimlerle hidrolizi sonucunda elde edilen
hidrolizatlarda da farkli diizeylerde protein-peptit veya peptit-peptit etkilesimleri

gbzlenebilme olasilig1 s6z konusudur.

Oda sicakligindaki peyniralti suyu protein izolatina, bu proteinin hidrolize formu ilave
edildiginde agregasyonun gergeklestigi saptanmistir (Creusot ve Gruppen, 2008). Baska bir
calismada ise B-laktoglobulinin 1s1l islem ile ger¢eklesen agregasyonunun B-laktoglobulinin
¢coziinlir formdaki bir hidrolizat bileseninin ilavesiyle arti gosterdigi tespit edilmistir.
Hidrolizat igerisinde belirlenen 28 peptitten sadece 5 tanesinin [-laktoglobuline

baglanabildigi gosterilmistir (Kosters vd., 2011).
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Groleau vd. (2003) tarafindan, peptit-peptit etkilesimini incelemek {izere B-laktoglobulin
%b5,6 hidroliz derecesine kadar tripsin ile hidrolize edilmistir. pH 4’te gergeklesen
agregasyona bazilarinin emiilsifiyer veya biyoaktif 6zellikleri olan smnirlt sayida peptitin

etkilesime girmesinin neden oldugu saptanmuistir.

Peyniralt1 suyu protein izolatindan hazirlanan hidrolizatlardaki peptit-peptit ve protein-
peptit etkilesimi Cresout vd. (2006) tarafindan incelenmistir. Hidrolizattaki peptit-peptit
etkilesiminin (agregasyonun) artan hidroliz derecesi, sicaklik ve iyonik giic ile arttig
belirlenmistir. Kiiciik ve hidrofobik peptitleri iceren hidrolizatlarin peptit-peptit ve protein-
peptit etkilesiminde daha etkili oldugu bildirilmistir. Protein-peptit etkilesimini sicaklik ve
iyonik gii¢ ile degistirmenin miimkiin oldugu ancak peptit-peptit etkilesiminde boyle bir
olanagin bulunmadigi saptanmustir. Bu nedenle peptit-peptit etkilesiminde hidrofobik
etkilesimin, protein-peptit etkilesiminde ise hidrofobik c¢ekim ve elektrostatik itme

arasindaki dengenin 6nemli oldugu belirtilmistir.

Kosters vd. (2013) tarafindan B-laktoglobulin hidrolizatindan saflastirilmis 2 adet peptitin
(f135-158 ve f135-162-SH) B-laktoglobulinin agregasyonu ve jellesmesi tizerine etkisi
incelenmistir. Peptit-protein karisimmin pH 7,0’de agregasyona ugradigi ancak izoelektrik
noktanin altindaki bir deger olan pH 4,0’te agregasyonun olusmadigi saptanmistir. Serbest
SH grubu igeren peptitin 1sitma sonucunda B-laktoglobulinin agregasyonunda 10 katlik artis

sagladig1 saptanmustir.
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BOLUM 111

MATERYAL VE METOT

3.1 Materyal

Aragtirma 2017-2018 yillar1 arasmda Nigde Omer Halisdemir Universitesi, Miihendislik
Fakiiltesi, Gida Miihendisligi Bolimiinde yiirlitilmiistiir. Arastirmada kullanilan ¢ig siit
Nigde Ilindeki bir iireticiden, Endopeptidaz olan tripsin enzimi [domuz pankreasindan elde
edilen, 1 mg’inda en az 1000 Na-benzoil-L-arginin etil ester (BAEE) iinitesi aktivite iceren
tripsin  kullamilmistir. Peptit bagiyla bagli lizin ve arjinin aminoasitlerinin karboksil
gruplarina 6zgiindiir. 1 BAEE {initesi, substrat olarak Na-benzoil-L-arginin etil esterin
kullanildig1 pH 7,6, 25°C ve 3,2 mL reaksiyon hacminde, 1 dakika igerisinde 253 nm dalga
boyunda 0,001absorbans olusturan tripsin miktaridir] Sigma Aldrich (Almanya)'den ve
Neutrase® 8.0 L enzimi /bir graminda 0,8 AU iceren Bacillus amyloliquefaciens
tarafindan iiretilen bir metalo (Zn) endoproteazdir. Peptit bagiyla baglh valin, 16sin ve
fenilalanin aminoasitlerinin karboksil gruplarmna 6zgiindiir (Abd El-Salam ve EI-Shibiny,
2017). 1 Anson iinitesi (AU): standart kosullar altinda iire ile denatiire edilmis
hemoglobinden 1 dakikada 1 miliesdeger tirozinin folin kimyasali ile olusturdugu
absorbansa esdeger miktarda absorbans olusturan trikloroasetik asitte ¢dziinebilir iiriin
saglayan enzim miktaridir] Novozymes Enzim Dis Tic. Ltd. Sti. (Istanbul, Tiirkiye)'nden

temin edilmistir.

3.2 Metot

3.2.1 Kazein iiretimi

Cig siit (20 L) yagm kolay ayrilabilmesi i¢in ¢alkalamali su banyosunda (St 30 Model,
Niive Sanayi Malzemeleri Imalat ve Ticaret A.S., Ankara) 50°C’ye kadar 1sitilmis ardindan
¢ig siitiin yag1 seperatdr (model Asya Zenit 100, Silahtar Makina imalat Sanayi Ticaret Ltd.
Sti., Kayseri) ile uzaklastirildiktan sonra 75°C’de 1 dakika siireyle pastorize edilmistir.

Soguk su yardimi ile 30-35°C’ye sogutulduktan sonra siitiin pH degeri 2 M HCI ile 4,6'ya
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diistirtilmiis ve kazeinin ¢okmesi saglanmistir. On bes dakika dinlendirildikten sonra tek kat
tiilbentten gecirilerek serum kismi uzaklagtirilmigtir. Kazein pihtisina 50°C’deki 3L saf su
ilave edilip 10 dakika karistirilmis ve tiilbent yardimiyla siiziilmiistiir. Bu yikama islem 3
kez tekrarlanarak kalintilarin uzaklagsmasi saglanmistir. Kazein pihtis1 liyofilizator
(ScanVac CoolSafe Pro95-15 Model, LaboGene ApS, Lynge, Danimarka) yardimiyla
donuk kurutulmustur. Kuruyan kazein pihtist kahve degirmeni (Premier Prg 259-170 Watt
Model, Nasmina i¢ ve Dis Ticaret A.S., Istanbul) ile &giitiiliip 4°C’de muhafaza edilmistir.

3.2.2 Kazein hidrolizasyonu

Liyofilizatérde kurutulup 6giitiilmiis kazeinin hidrolizasyonunda tripsin (Sigma Aldrich,
Almanya) ve Neutrase 8.0 L (Novozymes, Istanbul) ticari enzimleri kullanilmustur.
Kazeinin %5'lik ¢ozeltilerine 1:100 (enzim:kazein) oraninda (10000 BAEE iinitesi:1 g
kazein) tripsin ve 1:50 (enzim:kazein) oraninda (0,016 Anson iinitesi:1 g kazein) Neutrase
enzimi ilave edilerek %1, 5 ve 10 hidrolizasyon diizeylerine sahip hidrolizatlar tiretilmistir.
Hidrolizasyon, tripsin i¢in 55°C ve pH 8,0, Neutrase i¢in 45°C ve pH 7,0 kosullarinda
gerceklestirilmistir. Tripsin ve Neutrase enzimleri saf su ile 1/10 oraninda seyreltilip stirekli
olarak karistirilan %5°lik kazein ¢ozeltisine eklenmistir. Hidroliz sirasinda 0,5 N NaOH
ilave ederek pH degeri sabit tutulmustur. Hidrolizasyon tamamlandiktan sonra (harcanan
0,5 N NaOH hacmi ile belirlenmistir) hidrolizatlar hizlica 80°C'deki su banyosuna (St 30
Model, Niive Sanayi Malzemeleri Imalat ve Ticaret A.S., Ankara) almarak 20 dk enzim
inaktivasyonu saglanmis ve soguk su yardimi ile sogutulup donuk kurutulmustur.
Kurutulan oOrnekler kahve degirmeninde ogiitiilerek kullanilincaya kadar 4°C’de
depolanmistir. Uygulanan 1s1l islemin veya dogal olarak bulunabilecek enzimlerin
olusturdugu etkiyi dikkate almak icin ayni islemlere (Neutrase ve Tripsin ilavesi diginda)

maruz birakilan bir kontrol 6rnegi de hazirlanmistir.
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3.2.3 Kazein hidrolizasyon diizeyinin belirlenmesi

Enzimatik hidrolizin diizeyi pH-stat metodu kullanilarak tespit edilmistir (Adler-Nissen,
1986). pH-stat metodunda ortam pH’s1 0,5000 N NaOH ile sabit tutulmustur. Hidroliz

derecesinin hesaplanmasinda asagidaki esitlik kullanilmistir.

1

Hidroliz derecesi (%) = B X N, X i X = x x 100 (3.2)

Py htop
B: NaOH hacmi (mL)
Nb: NaOH’m normalitesi (0,5000 N)

a: a-NH; gruplarinin ortalama iyonlagma derecesi

__antilog (pH-pKa)
- 1+antilog (pH—pKa)

55°C igin ise yaklasik 0,909°dur.

pH 7,0 ve 45°C’de hesaplanan deger yaklagik 0,387; pH 8,0 ve

Pwm: Protein miktar1 (g)
htop: Toplam peptit bag1 (mEq/g protein, kazein i¢in 8,2)

3.2.4 Kurumadde analizi

Daras1 alinmis porselen kaplara homojen olarak (G2) yaklasik 0,5 gram ornek (G1)
tartilarak 105+2°C’lik hava akimh etiivde (Termal G11600S model, Termal Laboratuvar
Aletleri San. ve Tic. Koll. Sti., Istanbul) 4 saat bekletilmistir. Bu siire sonunda kaplar
desikatore almip yarim saat siire ile sogumasi saglandiktan sonra agirliklart (G3)
belirlenmistir. Bu isleme sabit tartim elde edilinceye (iki tartim arasindaki fark 0,5 mg’dan
az oluncaya) kadar devam edilerek yilizde (%) kurumadde miktarlar1 asagidaki esitlik

kullanilarak hesaplanmistir (Anonim, 1997).

%Kurumadde = [(G3 - G2) / G1] x 100 (3.2)
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3.2.5 Protein analizi

Azot igeriklerinin belirlenmesinde mikro Kjeldahl yontemi kullanilmistir (Anonim, 1997).
Kjeldahl tiiplerine yaklasik 50 mg 6rnek tartilip tizerine 2 g K2SO4, 150 pL %5°lik CuSO4
ve 6 mL konsantre H,SO;, ilave edildikten sonra yas yakma islemine maruz birakilmistir.
Ornekler Kjeldahl yakma iinitesinde yaklasik 2 saat siireyle 350°C’de berraklasincaya kadar
yakilmigtir. Yakilan Ornekler soguduktan sonra destilasyon iinitesine yerlestirilmistir.
Destilasyon iinitesinde 0rnek iizerine 20 mL saf su ve 15-20 mL %40’lik (w/w) NaOH
ilave edilerek destilasyon gerceklestirilmistir. Destilasyon iinitesinde 6rnek tizerine 15-20
mL %40’lik (w/w) NaOH ilave edilip destilatin 3-4 damla tasiro indikatorii iceren 25 mL
%4’liik borik asit ¢ozeltisi icerisinde toplanmasi saglanmistir. Destilasyon sonrasi borik asit
icerisinde toplanan destilat 0,0200 N HCI ile titre edilerek asagidaki esitlik yardimiyla
%azot oranlar1 bulunmustur. Azot oranlar1 6,38 faktorii ile carpilarak orneklerin protein

icerikleri hesaplanmstir.

(V1 =V5)%0,014XN
%Azot =
/o Ornek miktari (g)

x 100 (3.3)

V; : Titrasyonda 6rnek i¢in harcanan HCI hacmi (mL)
V) : Sahit i¢in harcanan HCI hacmi (mL)
N : Titrasyonda kullanilan HCI’in normalitesi (0,0200 N)

3.2.6 Kiil analizi

Kiil miktarinin belirlenmesi Anonim (1997)’de belirtilen sekilde 6rneklerin kiil firininda
yakilmastyla gergeklestirilmistir. Daras1 alinmig porselen kroze icerisine (G2) yaklasik 0,5
gram Ornek (G1) tartilip ¢eker ocagm iginde, elektrikli 1sitict tizerinde 30 dakika 6n yakma
islemine maruz brrakilmistir. Sonra ornekler kiil firmma (MKF 1063 model, Mikrotest,
Laboratuvar Cihazlari, Ankara) alinarak sicaklik kademeli bir sekilde (90 dk'da bir 100°C
arttirilarak) 550+£15°C’ye cikartilmistir. Bu sicaklikta beyaz renkte kiil elde edilinceye

kadar (yaklasik 4-8 saat) yakilmistir. Yakilan 6rnekler desikatore alinarak sogutulmus ve
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sonra tartilarak agirliklar1 (G3) kaydedilmistir. Yiizde kiil oranlar1 asagidaki esitlik

yardimiyla hesaplanmustir.

%Kil = [(G3-G2) / G1] x 100 (3.4)
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3.2.7 Trisin sodyum dodesil siilfat poliakrilamid jel elektroforezi

Orneklerdeki proteinlerin molekiiler agirlik profilleri Schiigger (2006) tarafindan dnerilen
trisin sodyum dodesil siilfat poliakrilamid jel elektroforez (Trisin-SDS-PAGE) teknigi
kullanilarak belirlenmistir. Yigma jeli (stacking gel) %4,125 ve ayirma jeli (separating gel)
ise %16,5 akrilamid konsantrasyonunda hazirlanmistir. Kullanilan ¢ozeltiler ve jel

kompozisyonu Cizelge 3.1’de belirtilmistir.

Cizelge 3.1. Trisin-SDS-PAGE yonteminde kullanilan ¢6zeltiler ve jel kompozisyonu

Ornek hazirlama cozeltisi
SDS (Q) 1,2
Merkaptoethanol (g) 0,6
Gliserol (g) 3,0
Coomasie Brillant Blue G250 (mg) 5,0
1AM Tris/HCI (pH 7,0) (mL) 1,5
Son Hacim (su ile tamamlanir) (mL) | 10,0
Anot Katot Jel
Bilesen Tamponu | Tamponu | Tamponu
10x) (10x) (3%)
Tris (M) 1,0 1,0 3,0
Trisin (M) - 1,0 -
HCI (M) 0,225 - 1,0
SDS (%, m/v) - 1,0 0,3
pH 8,90 8,25 8,45
. Yigma jeli | Ayirma jeli
Bilesen (fy%4,12"5) {%16,5])
Akrilamid-Bisakrilamid (%49,5T, m/v) (mL) 1 10
Jel Tamponu (3x) (pH 8,45) (mL) 3 10
Gliserol (g) - 3
APS (%10, m/v) (uL) 90 100
TEMED (%99, m/v) (uL) 9 10
Son Hacim (su ile tamamlanir) (mL) 12 30

Ornekler yigma jelinden cikincaya kadar 30 V sabit voltaj uygulanmstir. Orneklerin
ayirma jeline girmesiyle birlikte voltaj kademeli olarak 300 V’a kadar ¢ikartilarak

elektroforez isleminin 9 saat igerisinde tamamlanmasi saglanmistir. Kosturma sonrasinda
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jel fiksasyon ¢ozeltisinde (%50 metanol,%10 asetik asit) 1 saat, boyama ¢ozeltisinde (%10
asetik asit, %0,025 Coomasie Brillant Blue G 250) 1 gece bekletilmistir. Boyanan jel, boya
giderme ¢ozeltisine (%10 asetik asit) aktarilip, birkag kez degistirilerek boyanin asirisi
uzaklagtirilmistir. Jelin arka plani yeterince agildiktan sonra goriintiileme sistemi (Biorad
Moleculer Imager, Gel Doc XR+, Amerika Birlesik Devletleri) yardimiyla jelin fotografi

cekilmistir.

3.2.8 Protein-peptit ve peptit-peptit etkilesiminin olusturulmasi

Hidroliz diizeyi %1, 5 ve 10 olan hidrolizatlarm oncelikle %5°’lik ¢ozeltileri hazirlanmig ve
bu ¢ozeltiler 1:1 oraninda karistirildiktan sonra (Cizelge 3.2) 75°C’de 10 dk 1s1l isleme tabi
tutularak protein-peptit ve peptit-peptit etkilesiminin olusmasi saglanmistir. Bu sekilde
hazirlanan Ornekler donuk kurutulup kahve degirmeninde o6giitiilmiis ve kullanilincaya

kadar 4°C’de depolanmustir.

3.2.9 islevsel 6zelliklerin belirlenmesi

3.2.9.1 Protein ¢oziiniirliigiiniin belirlenmesi

Proteinlerin ¢oziiniirliik profilleri Beuchat vd. (1975) tarafindan belirtilen yonteme gore
saptanmistir. %5 (m/v)’lik protein dispersiyonlar1 hazirlanarak pH degerleri 1,0, 3,0, 5,0,
7,0, 9,0 ve 11,0 olacak sekilde ayarlanmistir (0,1-1,0 N NaOH wveya 0,1-1,0 N HCI
kullanilarak). Her 30 dakikada bir pH degerleri kontrol edilerek oda sicakliginda 90 dakika
stireyle calkalamali inkiibatorde karistirildiktan sonra 4000 x g’de 30 dk siireyle santrifiij
edilmistir. Sivi fazin absorbans degeri spektrofotometre (Evolution 300 UV-Vis
spektrofotometre, Thermo Fisher, Amerika Birlesik Devletleri) yardimiyla 280 nm’de

okunmus ve ¢oziiniirliik agagidaki esitlik kullanilarak hesaplanmustir.

Coziinirlik (%)= SP x 100/TP (3.5)

SP: S1v1 fazdaki ¢0ziiniir proteinlerin 280 nm’deki absorbans degeri
TP: Baslangigtaki toplam proteinin 280 nm’deki absorbans degeri
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Cizelge 3.2. Deneme Orneklerinin bilegimi

Ornek
No

Karisim (1:1)

Kontrol (Asit Kazein)

Tripsin (%1 hidroliz)

Tripsin (%5 hidroliz)

Tripsin (%10 hidroliz)

Neutrase (%1 hidroliz)

Neutrase (%5 hidroliz)

Neutrase (%10 hidroliz)

Kontrol + Tripsin (%1)

Kontrol + Tripsin (%5)

Kontrol + Tripsin (%10)

Kontrol + Neutrase (%1)

Kontrol + Neutrase (%5)

Kontrol + Neutrase (%10)

Tripsin (%1) + Neutrase (%1)

Tripsin (%1) + Neutrase (%5)

Tripsin (%1) + Neutrase (%10)

Tripsin (%5) + Neutrase (%1)

Tripsin (%5) + Neutrase (%5)

Tripsin (%5) + Neutrase (%10)

Tripsin (%10) + Neutrase (%1)

Tripsin (%10) + Neutrase (%5)

Tripsin (%210) + Neutrase (%210)

3.2.9.2 Su ve yag tutma kapasitesinin belirlenmesi

Protein orneklerinin su ve yag tutma kapasiteleri Naczk vd. (1985) tarafindan bildirilen
yonteme gore saptanmustir. Su tutma kapasitesi i¢in 0,5 g 6rnek {izerine 4 mL saf su ilave
edilerek toplam 70 dk stire ile her 10 dk’da bir 30 saniye baget yardimiyla karigtirilmistir.
Bu islem sonunda 6rnekler 2000 x g ve 25°C’de 15 dk siireyle santrifiij edilmistir. Sivi faz
uzaklastirildiktan sonra, tiiplerin agiz kismi zeminle 45°lik a¢1 olusturacak sekilde 10 dk

boyunca sivi fazin siiziilmesi saglanmigtir. Sivi fazdan armdirilmis olan kati kisim tartilarak

agirlik artigi belirlenmistir. Sonuclar g su/g 6rnek seklinde hesaplanmistir.
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Yag tutma kapasitesinde ise 0,5 g 6rnek iizerine 3 mL ticari aycicegi yagi ilave edilmistir.
Hazirlanan karisim toplam 30 dakika siire ile her 5 dakikada bir 30 saniye boyunca baget
kullanilarak karistirilmistir. Karistirilan 6rnekler 1600 x g ve 25°C’de 25 dakika siireyle
santrifiij edilmistir. Santrifiij edilen 6rneklerin sivi fazi uzaklastirildiktan sonra tiipler ters
cevrilerek 5 dakika boyunca sivi fazin siiziilmesi saglanmistir. Sivi fazdan arindirilmis olan
kat1 kisim tartilarak agirlik artisi belirlenmistir. Sonuglar g yag/g Ornek olarak ifade

edilmistir.

3.2.9.3 Kopiik kapasitesi ve stabilitesinin belirlenmesi

Orneklerin  olusturdugu kopiiklerin  kapasitesi ve stabilitesi ¢irpma  ydntemiyle
belirlenmistir. 0,5 g 6rnek iizerine saf su ilave edilerek hacmi 40 mL’ye tamamlanmistir
(%1,25 m/v). Hazirlanan dispersiyon (pH 7,0) homojenizator ile 10000 devir/dk’da 2
dakika stireyle karistirilarak kopiik olusumu saglanmis ve hemen 100 mL’lik silindire alinip
toplam hacim ve sivi fazin hacmi kaydedilmistir. Orneklerin k&piik kapasiteleri asagidaki

esitlik kullanilarak hesaplanmistir (Moure vd., 2001).

Vi-V,
V2

Kopiik Kapasitesi (%) = x 100 (3.6)

V1 : Homojenizasyon sonrasi toplam hacim

V; : Homojenizasyon 6ncesi toplam hacim

Orneklerin kopiik stabilitesi ise 10, 30, 60, 90 ve 120 dakika zaman araliklarinda k&piik
hacmindeki degisim 6Slgiilerek hesap edilmistir (Moure vd., 2001).

Képiik stabilitesi (%)= Vi X 100/V (3.7)

V; : t zamanindaki képiik hacmi

Vi : Homojenizasyon sonrasi 0. dakikadaki kopiik hacmi
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3.2.9.4 Emiilsiyon aktivite indeksi ve emiilsiyon stabilite indeksinin belirlenmesi

Orneklerin emiilsiyon aktivite indeksi (EAI) ve emiilsiyon stabilite indeksi (ESI) Pearce ve
Kinsella (1978) tarafindan belirtilen metoda gore Olglilmiistiir. %0,1 (m/v)’lik 20 mL
protein dispersiyonu (pH 7,0) ve 6,6 mL aygigegi yagi emiilsiyon olusturmak amaciyla
homojenizator ile 80, kademede (yaklagik 18000 devir/dk) 1 dk siireyle homojenize
edilmistir. Emiilsiyonun alt kismindan (siv1 faz) aliman 50 pL 6rnek 5 mL’ye %0,1’lik
(m/v) sodyum dedosil siilfat (SDS) ile seyreltilmistir (1:100 diliisyon). Karisimm 500
nm’deki absorbansi (0. dakikadaki) kullanilarak asagidaki esitlik yardimiyla EAI degeri

hesaplanmaigtir.

2x2,303xAgXN (3.9)
cX@x10000 '

EAI (m%g) =
Ao : 0. dakikadaki absorbans
N : Seyreltme faktorii (100)
¢ : Protein dispersiyonun baslangic protein konsantrasyonu (0,001 g/mL)

¢ : Yagm hacimsel fraksiyonu (6,6/26,6 = 0,248)

Orneklerin ESI degerleri, emiilsiyonun 10 dakika bekletilmesinden sonra alt kismmdan
(stvi faz) alman 50 pL Ornegin 5 mL’ye %0,1’lik (w/v) SDS ile seyreltilmesi ve
absorbansmnm 500 nm’de okunmasi (10. dakikadaki) sonucunda elde edilen verilerden

asagidaki esitlik yardimiyla hesaplanmistir.

ESI: Ag X t/Ao-Alo (39)
ESI : Dakika

Ao : 0. dakikadaki absorbans

Ayo : Homojenizasyon isleminden 10 dakika sonra okunan absorbans

t  : Emiilsiyonun bekleme siiresi (10 dakika)
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3.2.9.5 istatistiksel analiz

Calismada elde edilen verilere varyans analizi (ANOVA) uygulanmig ve ortalamalar

arasindaki farklilik ise p<0,05 diizeyinde Duncan testi ile belirlenmistir.
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BOLUM IV

BULGULAR VE TARTISMA

4.1 Protein Hidrolizi

Tripsin ve Neutrase enzimleri kullanilarak asit kazeinin farkli diizeylerde hidrolizi
gergeklestirilmistir. Bu amagla asit kazeinin %5'lik ¢6zeltisine 1:100 (10000 Na-benzoil-L-
arginin etil ester iinitesi/g kazein) oraninda tripsin ve 1:50 (0,016 Anson iinitesi/g kazein)
oraninda Neutrase enzimi ilave edilmistir. Hidroliz diizeyi pH-stat yontemi kullanilarak
belirlenmistir. Hidroliz sirasinda harcanan 0,5000 N NaOH c¢6zeltisinin hacmi sabit

tutularak hedeflenen %1, 5 ve 10 hidroliz diizeylerine ulasmak miimkiin olmustur.

Hidrolizasyon derecesi yardimiyla hidrolizatlardaki ortalama peptit zincir (aminoasit sayis1)
uzunlugu  (ortalama  peptit zincir uzunlugu=  100/%hidrolizasyon  derecesi)
belirlenebilmektedir (Adler-Nissen, 1986). Buna gore, %1 hidroliz derecesinde ortalama
zincir uzunlugu 100 aminoasit, %5 hidrolizasyon derecesinde 20 aminoasit ve %10 hidroliz

derecesinde ise 10 aminoasit olarak belirlenmistir.

4.2 Asit Kazein ve Hidrolizatlarin Bilesimi

Asit kazein ve hidrolize kazein orneklerinin su, kiil ve protein igerikleri Cizelge 4.1°de
sunulmustur. Cizelgeden de goriildiigii tizere orneklerin su igerikleri %1,87-4,78 arasinda
degisim gostermistir. Varyans analizi 6rneklerin su igerikleri arasinda 6nemli bir farklilik
oldugunu ortaya koymustur (p<0,001). Bunun {izerine yapilan Duncan testi sonucunda, su
icerikleri bakimindan asit kazein (AK), 1T, 5N ve 10N O6rnekleri arasinda 6nemli bir
farklilik bulunmazken (p>0,05), bu 6rnekler 5T, 10T ve IN Orneklerinden 6nemli 6lciide
farklilik (p<0,05) ortaya koymuslardir. Orneklerin su igeriklerindeki degisim hidroliz
derecesinden bagimsiz olarak gerceklestiginden gozlenen farkliligin kontrol edilemeyen

hatalardan kaynaklandig1 degerlendirilmistir.
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Cizelge 4.1. Asit kazein ve hidrolizatlarm su, kiil ve protein igerikleri

Ornek Su (%)! Kiil (%) Protein (%)
AK 2,16+0,057° 1,54+0,354* | 96,81+3,933
1T 2,56+0,173° 3,97+0,036° | 94,02+0,497
5T 3,77+0,031° 4,49+0,100° 97,29+1,520
10T 4,78+0,527° 5,41+0,026° | 94,10+2,786
1N 435+0,248" | 3,76+0,285° | 92,83+1,652
5N 1,87+0,114° 4,66+0,036° | 92,62+1,961
10N 2,05+0,413° 5,17+0,053% | 92,76+1,226

'Ortalama + standart sapma

a, b, ¢, d: Ayn siitunda farkli harflerle gosterilen ortalamalar istatistiksel acidan farklhidir
(p<0,05)

AK: Asit kazein

IT, 5T, 10T: Tripsin enzimi ile %1, 5 ve 10 diizeyinde hidrolize edilen kazein 6rnekleri

IN, 5N, 10N: Neutrase enzimi ile %1, 5 ve 10 diizeyinde hidrolize edilen kazein 6rnekler

Deneme orneklerinin kiil igerikleri de su igeriklerine benzer sekilde istatistiksel olarak
onemli bir farklilik ortaya koymustur (p<0,001). Ancak orneklerin kiil igerikleri hidroliz
derecesine paralel olarak artis gostermistir. En diisiik kil icerigine %1,54 ile asit kazein
ornegi sahip olmustur. Hidroliz diizeyi %1 olan 1T ve 1N ornekleri benzer kiil icerigi
gostermistir (p>0,05). Ay sekilde %35 hidroliz diizeyine sahip 6rnekler (5T ve 5N) ile
%10 hidroliz diizeyine sahip Ornekler (10T ve 10N) kendi aralarinda benzerlik
gostermislerdir. Bu durumun, artan hidroliz diizeyine bagli olarak pH degerini sabit tutmak
NaOH miktarmin da artis  gOstermesinden

icin  kullanilan kaynaklandig1

degerlendirilmektedir.

Orneklerin protein igerikleri olduk¢a yiiksek bir sekilde %92,62-97,29 arasinda degisim
gostermistir. Yapilan varyans analizi sonucunda, Orneklerin protein icerikleri arasinda
onemli bir farklilik olmadigi sonucuna ulagilmistir (p>0,05). Beklendigi gibi, protein

icerikleri hidroliz derecesinden bagimsiz bir degisim gdostermistir.

4.3 Trisin Sodyum Dodesil Siilfat Poliakrilamid Jel Elektroforezi (Trisin-SDS-PAGE)

Asit kazein ve hidrolizatlarin molekiiler agirlik profillerini belirlemek i¢in gerceklestirilen

Trisin-SDS-PAGE analizine ait elektroforetogram Sekil 4.1°de sunulmustur. Sekilden
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goriildiigii tizere her iki enzim de hidroliz derecesine ve Ozgiinlikklerine paralel bir
molekiiler agirlik dagilimi olusturmustur. Tripsine oranla Neutrase enziminin, 10N, 5N ve
IN hatlarindan da izlenebilecegi gibi daha kiigiik molekiil agirliktaki peptitlerin olusumunu
sagladig1 (6,5 kDa’dan kiiciik), %1, 5 ve 10 hidroliz diizeyleri arasinda ise 6nemli bir
farklilik olusturmadigi goriilmektedir. Diger taraftan tripsin enzimi ile gerceklestirilen
hidrolizasyon sonucunda 17,0 kDa’dan kiiclik peptitlerin olustugu ve hidroliz dereceleri
arasindaki farkliligin (hat 1T, 5T ve 10T) daha belirgin oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.1).
Bu durumun, tripsinin sadece iki (lizin ve argininin karboksil ucundan), Neutrase’nin ise li¢
(valin, 16sin ve fenilalaninin karboksil ucundan) noktadan hidroliz ger¢eklestirmesinden
kaynaklanabilecegi degerlendirilmektedir. Chobert vd. (1988a) ile Luo vd. (2014)
tarafindan gerceklestirilen calismada da benzer bir sekilde tripsin hidrolizi ile elde edilen

hidrolizatlarin yaklasik 15 kDa’dan daha kiiciik peptitler icerdigi belirlenmistir.

10N 5N 1IN AK 10T 5T 1T

oy kazein
o,s1-Kazein
B kazein

x kazein

. —

— -

e

Sekil 4.1. Asit kazein ve hidrolizatlara ait Trisin-SDS-PAGE elektroforetogrami AK: Asit
kazein, 1T, 5T, 10T: Tripsin enzimi ile %1, 5 ve 10 diizeyinde hidrolize edilen kazein
ornekleri, IN, 5N, 10N: Neutrase enzimi ile %1, 5 ve 10 diizeyinde hidrolize edilen kazein
Ornekleri
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4.4 Asit Kazein ve Hidrolizatlarin Fonksiyonel Ozellikleri

4.4.1 Protein ¢oziiniirliigii

Asit kazein, hidrolizat ve karisimlarmin farkli pH degerlerindeki (1,0, 3,0, 5,0, 7,0, 9,0 ve
11,0) protein ¢oziiniirliikleri Cizelge 4.2°de sunulmustur. Varyans analizi sonucunda drnek,
pH ve Ornek-pH etkilesiminin istatistiksel olarak onemli diizeyde bir farklilik ortaya
koydugu saptanmistir (p<0,001). pH 1,0°’da en diisiik ¢oziiniirlik %19,27 ile asit kazein
ornegine ait bulunmustur. Tripsin enzimi ile de§isen diizeylerde gerceklestirilen hidroliz,
bu pH degerindeki ¢oziiniirligli %50 nin {izerine ¢ikartmis olup 1T (%54,72), 5T (%53,23)
ve 10T (%55,68) orneklerinin ¢Oziiniirliikleri arasinda istatistiksel olarak herhangi bir
farklilik bulunamamistir (p>0,05). Neutrase ile gerceklestirilen hidroliz sonucunda ise
¢Oziintlirliik daha da artarak %60’ {izerine ¢ikmistir. Ancak tripsin drneklerinin aksine 1N
(%61,73), 5N (%81,27) ve 10N (%75,02) 6rneklerinin ¢oziniirliikleri arasindaki farklilik
istatistiksel olarak 6nemli bulunmustur (p<0,05). Ayrica %5 hidroliz diizeyindeki 6rnek
(%81,27), %10 hidroliz diizeyindeki drnekten (%75,02) anormal bir sekilde daha yiiksek
cOzilinlirlik gostermistir. Bu durumun 10N Ornegindeki peptitlerin agregasyona
ugramasindan ileri geldigi degerlendirilmektedir. Asit kazein ve tripsin hidrolizatlar1
etkilesimi sonucu elde edilen orneklerin ¢dziiniirlikleri %40,11 (AK+1T), %31,92
(AK+5T) ve %26,56 (AK+10T) scklinde bu iki bilesen arasinda yer almis; ilging bir
sekilde hidroliz diizeyi arttik¢a, c¢oziiniirliik de istatistiksel olarak 6nemli bir diizeyde
azalma gostermistir (p<0,05). Bu durum, hidroliz diizeyindeki artig ile kiigiilen peptit
boyutunun protein-peptit etkilesimini arttirdigi seklinde yorumlanmustir. Asit kazein ve
Neutrase hidrolizatlar1 etkilesimi sonucu elde edilen 6rneklerin ¢oziintirliikkleri %19,76
(AK+1N), %30,00 (AK+5N) ve %68,91 (AK+10N) seklinde etkilesimleri olusturmak i¢in
kullanilan iki bilesen arasinda yer almis ve hidroliz diizeyine paralel olarak ¢oziiniirlikleri
de artmustir. Hidrolizatlarin kendi aralarindaki etkilesim sonucunda hazirlanan 6rneklerin
¢oziindrliikleri ise beklentilerin tersine hidroliz diizeyinden bagimsiz olarak diizensiz bir

degisim gdstermistir.
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Cizelge 4.2. Asit kazein, hidrolizat ve karigimlariin protein ¢oziiniirlikleri (%)

. le
Ornek 1.0 3.0 5.0 70 9.0 11.0
AK 19,270,267 | 39,83+0,077 | 10,56+£2,330 | 49,50+0,707 | 99,10+0,141 | 99,20+0,424
1T 54,72+2,684 | 52,760,772 | 6,61+£0,126 | 54,10+1,822 | 58,86+1,470 | 99,50+0,707
5T 53,23+1,315 | 51,37+£0,351 | 8,09+0,070 | 63,84+1,316 | 66,95+£2,720 | 99,50+0,707
10T 55,68+0,208 | 47,11+0,846 | 44,92+1,085 | 73,15+1,609 | 75,65+£2,079 | 99,50+0,707
1N 61,730,025 | 67,76+2,492 | 35,72+0,771 | 60,94+1,045 | 74,10+0,923 | 99,50+0,707
5N 81,27+0,746 | 66,88+3,486 | 69,49+1,700 | 95,1443,136 | 96,38+2,118 | 99,50+0,707
10N 75,02+0,041 | 73,84+0,385 | 81,171,164 | 87,79+1,692 | 85,15+1,357 | 99,50+0,707
AK+1T 40,11+£2,263 | 44,79+0,553 | 32,59+0,445 | 84,42+1,561 | 85,15+2,573 | 99,50+0,707
AK+5T 31,92+0,660 | 41,77+0,118 | 31,39+0,284 | 98,17+0,643 | 97,19+0,957 | 99,50+0,707
AK+10T | 26,56£1,696 | 26,72+0,301 | 26,50+0,355 | 88,50+0,135 | 87,29+1,424 | 99,50+0,707
AK+1N 19,76+1,077 | 17,45+0,213 | 30,94+0,146 | 98,50+0,707 | 98,75+0,354 | 99,50+0,707
AK+5N 30,00+3,035 | 38,80+0,448 | 28,33+0,832 | 96,27+1,276 | 94,61+0,055 | 99,50+0,707
AK+10N | 68,91£1,374 | 67,70+0,753 | 80,30+3,077 | 98,500,707 | 98,75+0,354 | 99,60+0,566
1T+1N 75,40+0,145 | 89,78+0,101 | 87,35+£0,957 | 98,50+0,707 | 98,75+0,354 | 99,50+0,707
1T+5N 51,10+1,417 | 53,59+0,871 | 57,50+0,101 | 78,22+0,025 | 87,81+0,066 | 99,65+0,495
1T+10N 69,39+0,027 | 71,55+0,427 | 87,970,681 | 98,99+1,395 | 99,75+0,354 | 99,90+0,141
5T+1N 40,83+1,328 | 55,41+0,367 | 50,33+1,125 | 82,50+0,921 | 93,72+1,004 | 99,50+0,707
5T+5N 55,63+1,025 | 61,47+2,202 | 66,64+0,206 | 90,14+0,572 | 98,50+0,707 | 99,50+0,707
5T+10N 67,650,396 | 67,460,719 | 76,23+0,290 | 93,98+1,289 | 98,50+0,707 | 99,50+0,707
10T+1N 55,79+0,278 | 51,150,384 | 61,46+0,257 | 85,22+1,899 | 98,18+0,053 | 99,50+0,707
10T+5N 61,11+0,829 | 58,24+0,036 | 68,17+0,021 | 91,25+0,951 | 94,79+0,394 | 99,60+0,566
10T+10N | 74,36+2,178 | 73,49+0,363 | 81,64+0,065 | 90,110,626 | 99,25+0,354 | 99,70+0,424

'Ortalama + standart sapma
2Aym siitun veya satirda bulunan iki ortalama arasindaki farklilik 2,39 kritik degerinden
biiyiik ise ortalamalar istatistiksel agidan farklidir (p<0,05)
AK: Asit kazein
IT, 5T, 10T: Tripsin enzimi ile %1, 5 ve 10 diizeyinde hidrolize edilen kazein 6rnekleri

IN, 5N, 10N: Neutrase enzimi ile %1, 5 ve 10 diizeyinde hidrolize edilen kazein 6rnekler

Ortam pH’smim 3,0°e yiikselmesiyle genel olarak Orneklerin ¢oziiniirliikleri artis veya

Oonemsiz azaliglar gostermistir. Bu pH degerindeki en yliksek c¢oziiniirlige 10T+10N

orneginin yerine beklenmedik bir sekilde %89,78 ile 1T+IN 6rnegi sahip olmustur. Asit
kazeine (%39,83) gore 3,0 pH degerlerinde AK+10T (%26,72) ve AK+IN (%17,45)

orneklerinin daha diisiik bir protein ¢Oziiniirligline sahip olmalari, ¢oziiniirliik lizerine

protein-peptit etkilesiminin 6nemli etkisinin oldugunu géstermistir.
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Ortam pH’sinin, kazeinin izoelektrik noktasi olan 4,6-4,7 degerine yakin bir pH degeri olan
5,0’a yiikselmesiyle birlikte AK, 1T, 5T, IN, AK+1T, AK+5T ve AK+5N digindaki
orneklerin ¢oziintirlikleri artis gostermistir. Bu durum, hidroliz sonucunda kazeinin
izoelektrik noktasinin kismen de olsa degisiklige ugradigini gostermektedir. pH degerinin
7,0’a yiikselmesiyle biitiin 6rneklerin ¢oziliniirliikleri artig gostermistir. Bu pH degerinde en
yiiksek ¢oziiniirliik %98,99 ile 1T+10N o6rneginde gozlenmistir. En diisiik ¢oziiniirlik ise
%49,5 ile asit kazein 6rnegine ait olmustur. pH degerinin 9,0 ve 11,0’a ylikseltilmesiyle

¢Oziiniirliik hemen hemen biitiin 6rneklerde %100°e ulasmstir.

Protein-peptit ve peptit-peptit etkilesimini ¢aliygmamizdakine benzer bir sekilde inceleyen
herhangi bir kaynaga rastlanmamistir. Bu nedenle protein ¢oziiniirliigii sonuglarimizi

literatiir verileriyle dogrudan karsilastirmak miimkiin olamamustir.

Tripsin ile kazeinin %4,3, 8,0 ve 9,9 diizeylerinde hidrolize edilmesi sonucunda
calismamizdakine benzer sekilde pH 4-5 araliginda hidrolizatlarin ¢oziiniirliiglinde artig
gbzlenmistir (Chobert vd., 1988a). Yine benzer sekilde Staphylococcus aureus V8 proteazi
ile elde edilen hidrolizatlarm pH 4,0-5,0 arasindaki ¢oziiniirliigii kazeinden c¢ok daha

yiiksek bulunmustur (Chobert vd.,1988b).

Haque ve Mozaffar (1992) asit kazeini, immobilize tripsin, kimotripsin ve Rhozyme-4l
enzimleriyle farkli diizeylerde hidrolize ettiklerinde, hidrolizatlarin ¢oziinebilirliginin
kontrol drnegine gore cok daha yiiksek oldugunu bulunmuslardir. Bu arastirmacilar da
calismamizdakine benzer sekilde, hidroliz derecesiyle uyumlu olmayan bir ¢oziinirliik

diizeyi tespit etmislerdir.

Sodyum kazeinatin Protamex enzimi ile %2,7, 5,3 ve 13,3 diizeyinde hidrolize edildigi
calismada, hidroliz isleminin izoelektrik nokta etrafindaki ¢oziiniirligli onemli dl¢ilide

arttirdig1 saptanmistir (Flanagan ve FitzGerald, 2002).

Sodyum kazeinatin tripsin enzimi ile %14,9-20,7 arasinda hidrolizasyonu sonucunda,
hidroliz isleminin izoelektrik nokta etrafindaki ¢o6ziiniirliigli onemli Olgiide arttirdig:

gozlenmistir (Luo vd. 2014). Bu ¢alismada sodyum kazeinatin pH 3,0’daki ¢oziiniirliigi
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bizim caligmamizdakinden ¢ok daha yiiksek bulunmustur. Bu durumun c¢oziiniirliik
analizinde ¢alismamizda %35’lik kazein ¢dzeltisinin, Luo vd. (2014) tarafindan ise %]1’lik

kazein ¢ozeltisinin kullanilmasindan kaynaklandigi diisiiniilmektedir.

4.4.2 Su tutma kapasitesi

Proteinlerin su ile etkilesimi, gidalarin hem tat ve kokusunu hem de dokusunu
sekillendirmesi agisindan 6nemlidir. Hidroliz sonucunda polar aminoasitlerin ve
iyonlasabilir gruplarin agiga ¢ikmasi, genellikle su tutma kapasitesini arttirmaktadir
(Vioque vd., 2000).

Su tutma kapasitesi analizi i¢in, lizerine 4 mL saf su ilave edilen 0,5 g 6rnek, toplam 70
dakika siire ile her 10 dakikada bir 30 saniye baget yardimiyla karistirilmistir. Bu
kosullarda sadece asit kazein 6rneklerinin su tutma kapasitesi (3,01+£0,199 g su/g 6rnek)
Olciilebilmistir. Diger 6rnekler analiz kosullarinda ¢6zlindiigli i¢in su tutma kapasitelerinin
dogru bir sekilde Ol¢iilmesi miimkiin olamamistir. Hidrolizasyon derecesinin artmasina
paralel olarak suda ¢oziiniir hale gelen peptitlerin, analiz sirasinda uygulanan santrifiij
islemi ile ortamdan uzaklasmasi sonucunda su tutma kapasitesinin diisebilecegi Guan vd.
(2007) tarafindan da belirtilmistir. Calismamizda incelenen asit kazein Ornegine ait su
tutma kapasitesinin, Mulvihill (1992) tarafindan kazein ve kazeinat 6rnekleri igin (0,7-3,8 ¢
su/g ornek), Chandi ve Sogi (2007) tarafindan kazeinat 6rnekleri igin (2,48 g su/g 6rnek) ve
Yang vd. (2016) tarafindan kazeinat ornekleri igin (2,25 g su/g 6rnek) bildirilen su tutma
kapasitelerine benzer oldugu goriilmiistiir. Crowley vd. (2002) tarafindan gerceklestirilen
arastirmada, Neutrase, Protamex, Alcalase, Flavourzyme ve PTN 3.0S ticari enzimleriyle
sodyum kazeinatin %1 diizeyinde hidrolize edilmesi sonucu elde edilen hidrolizatlarin su
tutma kapasiteleri sodyum kazeinata oranla daha diisitk bulunmustur. Hidrolizatlar arasinda
en yiiksek su tutma kapasitesine Neutrase ile hidrolize edilen 6rnegin sahip oldugu

belirlenmistir.
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4.4.3 Yag tutma kapasitesi
Asit kazein, hidrolizat ve karigimlarmin yag tutma kapasiteleri Cizelge 4.3 ve Sekil 4.2°de
sunulmustur. Varyans analizi sonucunda Orneklerin yag tutma kapasiteleri arasindaki

farkliligin istatistiksel olarak 6nemli oldugu saptanmistir (p<<0,001).

Cizelge 4.3. Asit kazein, hidrolizat ve karigimlarinin yag tutma kapasiteleri

Ornek Yag tutma kapasiEesi
(g yag/g ornek)
AK 1,02+0,126%°
1T 1,87+0,003"
5T 1,99+0,103™
10T 1,45+0,047%
IN 1,6440,110°"
5N 1,77+0,033™"
10N 1,38+0,037°%
AK+1T 1,27+0,020°%
AK+5T 1,77+0,079™"
AK+10T 1,84+0,081%"
AK+1N 2,3240,047"
AK+5N 2,04+0,003"
AK+10N 1,67+0,033°"
1T+1N 0,74+0,153°
1T+5N 1,650,177
1T+10N 0,990,299
5T+1N 1,34+0,392%%
5T+5N 0,81+0,084%
5T+10N 1,28+0,112%%
10T+1IN 1,17+0,246°°
10T+5N 1,44+0,321%"
10T+10N 1,29+0,308°%

'Ortalama + standart sapma

a, b, c, d, e f g, h i: Farkli harflerle gosterilen ortalamalar istatistiksel agidan farklidir
(p<0,05)

AK: Asit kazein

1T, 5T, 10T: Tripsin enzimi ile %1, 5 ve 10 diizeyinde hidrolize edilen kazein 6rnekleri

AN, 5N, 10N: Neutrase enzimi ile %1, 5 ve 10 diizeyinde hidrolize edilen kazein 6rnekleri

En diisiik yag tutma kapasitesi 0,74 g yag/g Omek ile 1T+IN Orneginde tespit edilmis
olmakla birlikte istatistiksel olarak AK, 1T+10N ve 5T+5N oOrnekleri arasinda 6nemli bir

farklilik bulunmamaktadir (p>0,05). En yiliksek yag tutma kapasitesi 2,32 g yag/g ornek ile
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AK+IN oOrneginde tespit edilmistir. Ancak bu ornek ile ST ve AK+5N Orneklerinin yag
tutma kapasiteleri arasinda istatistiksel agidan dnemli bir farklilik gézlenmemistir (p>0,05).
Genel olarak her iki enzim ile hidroliz sonucunda elde edilen 6rneklerin (1T, 5T, 10T, IN,
5N ve 10N) yag tutma kapasitelerinde kazeine gore iyilesme saglanmistir. Bu durum, peptit

boyutunun yag tutma kapasitesinde 6nemli oldugu seklinde degerlendirilmistir.

Yag Tutma Kapasitesi (g yag/g ornek)

Sekil 4.2. Asit kazein, hidrolizat ve karigimlarmin yag tutma kapasiteleri (AK: Asit kazein;
IT, 5T, 10T: Tripsin enzimi ile %1, 5 ve 10 diizeyinde hidrolize edilen kazein ornekleri;
IN, 5N, 10N: Neutrase enzimi ile %1, 5 ve 10 diizeyinde hidrolize edilen kazein 6rnekleri)

Tripsin enzimi ile gerceklestirilen hidrolizasyonda, %5 hidroliz derecesine kadar yag tutma
kapasitesi artmug, ancak hidrolizin %10 diizeyine ulasmasiyla (1,45 g yag/g ornek) birlikte
yag tutma kapasitesinde dnemli diizeyde azalma gerceklesmistir (p<0,05). Benzer egilim
Neutrase enzimi ile de gozlenmis olmakla birlikte bu Ornekler arasindaki farklilik

istatistiksel agidan 6nemli bulunmamstir (p>0,05).

Tripsin enzimi ile farkli diizeylerde hidroliz sonucunda iiretilmis kazein hidrolizatlarmin
asit kazein ile etkilesimi sonucunda (protein-peptit) hazirlanan 6rneklerin (AK+1T, AK+5T
ve AK+10T) yag tutma kapasiteleri, 1,27, 1,77 ve 1,84 g yag/g 6rnek seklinde hidroliz
diizeyine bagl olarak artis gostermistir. AK+1T Ornegi (1,27 g yag/g Ornek) diger iki
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ornekten, AK+5T (1,77 g yag/g ornek) ve AK+10T (1,84 g yag/g ornek), onemli Olciide
diisiik yag tutma kapasitesine sahip olmustur (p<0,05). AK+10T 6rnegi harig, etkilesim
sonucu hazirlanan 6rneklerin yag tutma kapasiteleri, AK, 1T, 5T ve 10T 6rneklerinin yag
tutma kapasiteleri arasinda yer almistir. AK+10T 6rnegi ise tek tek bilesenlerden daha
yiikksek yag tutma kapasitesi (1,84 g yag/g Ornek) gostermistir. Bu durum 10T Ornegi
icerisinde yer alan peptitlerin AK ile yag tutma kapasitesini arttiracak yonde etkilesime
girdigini  gostermektedir. Hangi peptit veya peptitlerin  bu etkiyi sagladiginin
belirlenmesinin, gida  uygulamalar1  agisindan  6nemli  katkilar1  olabilecegi

degerlendirilmektedir.

Neutrase enzimi aktivitesiyle farkli diizeylerde hidroliz edilmis kazein hidrolizatlarinin asit
kazein ile etkilesimi sonucunda (protein-peptit) hazirlanan 6rneklerin (AK+1N, AK+5N ve
AK+10N) yag tutma kapasiteleri, tripsin ile hazirlanan 6rneklerde gozlenen durumun
aksine 2,32, 2,04 ve 1,67 g yag/g ornek seklinde hidroliz diizeyine bagli olarak azalig
gostermistir. AK+IN 06rnegi (2,32 g yag/g ornek) AK+10N (1,67 g yag/g Ornek)
orneginden Onemli Olglide yiiksek yag tutma kapasitesine sahip olmustur (p<0,05).
Etkilesim sonucu hazirlanan 6rneklerin yag tutma kapasiteleri, kendilerini hazirlamak i¢in
kullanilan AK, 1IN, 5N ve 10N o&rneklerinin yag tutma kapasitelerinden daha yiiksek
degerler gdstermistir. Ozellikle, en yiiksek yag tutma kapasitesini AK+IN &rneginin
gostermesi dikkat c¢ekicidir. Bu durum, 5N, 10N ve Ozellikle de IN ornegi igerisinde
bulunan peptitlerin AK ile yag tutma kapasitesini artiracak yonde etkilesime girdigini

gostermektedir.

Peptit-peptit etkilesiminin incelendigi O6rneklerin (1T+IN, IT+5N, 1T+10N, ST+IN,
5T+5N, 5ST+10N, 10T+IN, 10T+5N ve 10T+10N) yag tutma kapasiteleri diizensiz bir
degisim gostermis ve genellikle kendilerini iiretmek i¢in kullanilan bilesenlerden daha
diisiik degerlere sahip olmustur. Bu durum, peptit boyutu ve peptit-peptit etkilesiminin yag

tutma kapasitesinde 6nemli oldugu seklinde degerlendirilmistir.

Calismamiza benzer sekilde, hidroliz islemi sonucunda kazeinin yag tutma kapasitesinin
onemli Olgiide arttig1, en fazla artigin immobilize tripsin uygulamas: ile elde edildigi

belirlenmistir (Haque ve Mozaffar, 1992). Asit kazeinin 1,00 g yag/g drnek olan yag tutma
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kapasitesinin, tripsin ile %2, 3, 4 ve 5 diizeyinde hidroliz sonrasinda sirastyla 6,06, 4,53,
4,49 ve 1,54 g yag/g ornek degerlerine yiikseldigini saptamuslardir. Ancak hidroliz

diizeyindeki artisla birlikte yag tutma kapasitesinin azalma gosterdigi tespit edilmistir

Chandi ve Sogi (2007) kazeinin yag tutma kapasitesini 1,72+0,09 g yag/g ornek olarak
belirlemis olup ¢alismamizda kazein igin belirlenen degerden (1,02 g yag/g 6rnek) daha
yiiksektir. Yang vd. (2016) tarafindan asit kazein i¢in saptanan yag tutma kapasitesi (1,2 g

yag/g 6rnek) ise ¢alismamizda bulunan degere benzerlik gostermektedir.

Protein-peptit ve peptit-peptit etkilesimini ¢aliygmamizdakine benzer bir sekilde inceleyen
herhangi bir kaynaga rastlanmadigindan protein-peptit ve peptit-peptit etkilesiminin
incelendigi orneklerin yag tutma kapasitesini literatiir verileriyle dogrudan karsilagtirmak

miimkiin olamamuistir.

4.4.4 Kopiik kapasitesi

Bir proteinin kopiik olusturabilmesi i¢in siv1 fazda ¢oziinmesi, hizla hava su ara-yiizeyine
sogurulmast ve diiz zincir haline gecerek hava kabarcigi etrafinda ince yapiskan bir
katmana donlismesi gerekir. Asit kazein, hidrolizat ve karigimlarinin pH 7,0°daki kopiik
olusturma kapasiteleri Cizelge 4.4 ve Sekil 4.3’te verilmistir. Varyans analizi sonucunda
orneklerin kopiik olusturma kapasiteleri arasindaki farkliligin istatistiksel olarak Onemli
oldugu saptanmistir (p<<0,001). En diisiik kopiik kapasitesi %53,8 ile 10N 6rneginde tespit
edilmis olmakla birlikte istatistiksel olarak ST+IN (%62,5) ve ST+5N Ornekleri arasinda
onemli bir farklilik bulunmamaktadir (p>0,05). En yiiksek kopiik kapasitesi %150 ile AK
orneginde tespit edilmis, ancak bu ornek ile IN (%136,3) 6rneginin kopiik kapasiteleri
arasinda istatistiksel agidan 6nemli bir farklilik gézlenmemistir (p>0,05). 1N 6rneginin asit
kazeine benzer bir kopiik kapasitesi gostermesi, bu hidroliz sonucu olusan kiigiik peptitlerin

hava-su ara-yiizeyine daha hizli sogrulmasina baglanabilir.
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Cizelge 4.4. Asit kazein, hidrolizat ve karigimlarmin kopiik kapasiteleri

Ornek Kopuk(gjoz)l?asnem
AK 150,0+0,00"
1T 80,0+7,07°%
5T 90,0+3,54°
10T 97,5+10,617
1N 136,3£19,45"
5N 121,3+12,37°
10N 53,8+8,84°
AK+1T 75,0+17,68"%
AK+5T 76,3+8,84°°%
AK+10T 80,0+£7,07°%
AK+1IN 85,0+3,54%
AK+5N 81,3+5,30%
AK+10N 90,0+7,07%
1T+1IN 78,8+5,30°
1T+5N 75,0+0,00°°%
1T+10N 83,8+1,77%
5T+1N 62,5+3,54%°
5T+5N 65,0+3,54%
5T+10N 81,3+1,77%
10T+1N 75,0+0,00"°%
10T+5N 68,8+1,77°¢
10T+10N 77,5+7,07°°%

'Ortalama + standart sapma

a, b, c, d, e f g, h: Farkli harflerle gosterilen ortalamalar istatistiksel agidan farklidir
(p<0,05)

AK: Asit kazein

1T, 5T, 10T: Tripsin enzimi ile %1, 5 ve 10 diizeyinde hidrolize edilen kazein 6rnekleri

IN, 5N, 10N: Neutrase enzimi ile %1, 5 ve 10 diizeyinde hidrolize edilen kazein 6rnekleri

Sekil 4.3’ten de goriildigl lizere, tripsin enzimi ile gerceklestirilen hidrolizasyonda,
hidroliz derecesi arttik¢a kopiik kapasitesi de artig gostermistir. %1 (1T) hidroliz derecesine
sahip 6rnegin %80,0’lik kopiik kapasitesi, %5 (5T) hidroliz diizeyine sahip 6rnegin kopiik
kapasitesine benzerlik (p>0,05), ancak %10 (10T) hidroliz diizeyine sahip 6rnegin kopiik
kapasitesinden 6nemli Olclide farklilik ortaya koymustur (p<0,05). Diger taraftan, 5T ve
10T ornekleri arasinda istatistiksel agidan onemli bir farklilik tespit edilmemistir (p>0,05).

Neutrase enzimi ile hidrolizasyon, tripsine oranla tam tersi bir sonug¢ elde edilmesine yol

36



acmustir. Neutrase enzimi ile hidrolizasyon diizeyinin artmasina paralel olarak kopiik
kapasitesi degerleri diisiis gostermistir. En yiiksek kopiik kapasitesi degeri %136,3 ile 1N
ornegine ait iken, SN 6rnegi %121,3 ve 10N 6rnegi ise %53,8 kopiik kapasitesi degerine
sahip olmustur. Bu {i¢ 6rnek arasindaki farklilik istatistiksel olarak da 6nemli bulunmustur

(p<0,05).

160

120

100

Kopiik Kapasitesi (%)

Sekil 4.3. Asit kazein, hidrolizat ve karisimlarmin kopiik kapasiteleri (AK: Asit kazein; 1T,
5T, 10T: Tripsin enzimi ile %1, 5 ve 10 diizeyinde hidrolize edilen kazein 6rnekleri; 1N,
5N, 10N: Neutrase enzimi ile %1, 5 ve 10 diizeyinde hidrolize edilen kazein 6rnekleri)

Tripsin enzimi ile farkl diizeylerde hidroliz sonucunda iiretilmis kazein hidrolizatlarinin
AK ile etkilesimi (protein-peptit) sonucunda hazirlanan 6rneklerin (AK+1T, AK+5T ve
AK+10T) kopiik kapasiteleri %75,0, 76,3 ve 80,0 seklinde hidroliz diizeyine bagli olarak
onemsiz diizeyde artig gostermistir (p>0,05). Protein-peptit etkilesim sonucu hazirlanan
orneklerin kopiik kapasiteleri, AK, 1T, 5T ve 10T 6rneklerinin kopiik kapasiteleri arasinda
yer almistir. Bu durum tripsin hidrolizi sonucunda elde edilen peptitlerin AK ile kopiik

kapasitesini azaltacak sekilde etkilesime girdigini gdstermektedir.

Neutrase enzimi ile farkli diizeylerde hidroliz sonucunda tiretilmis kazein hidrolizatlarinin

AK ile etkilesimi (protein-peptit) sonucunda hazirlanan 6rneklerin (AK+1N, AK+5N ve
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AK+10N) kopiik kapasiteleri %85,0, 81,3 ve 90,0 seklinde, hidroliz diizeyine bagl olarak
onemsiz diizeyde artis gostermistir (p>0,05). Protein-peptit etkilesimi sonucu hazirlanan
orneklerin kopiik kapasiteleri, AK (%150,0), IN (%136,3) ve 5N (%121,3) 6rneklerinin
kopiik kapasitelerinden kiiciik, 10N (%53,8) 6rneginin kopiik kapasitesinden ise biiyiik
¢ikmistir. Bu durum Neutrase hidrolizi sonucunda elde edilen peptitlerin AK ile kopiik

kapasitesini azaltacak sekilde etkilesime girdigini gostermektedir.

Peptit-peptit etkilesiminin incelendigi 6rneklerin (1T+IN, I1T+5N, 1T+10N, 5T+IN,
S5T+5N, 5ST+10N, 10T+IN, 10T+5N ve 10T+10N) kopiik kapasiteleri diizensiz bir degisim
gostermis ve genellikle kendilerini iiretmek icin kullanilan bilesenlerden daha diistik
degerlere sahip olmustur. Bu durum, peptit boyutu ve peptit-peptit etkilesiminin kopiik

kapasitesini etkileyen 6nemli faktorler arasinda yer aldig1 seklinde degerlendirilmistir.

Protamex enzimi ile %13,3 diizeyinde hidrolize edilen kazeinin hidrolize edilmemis
kazeine gore koOpiik kapasitesinde oOnemli Olgiide iyilesme saglandigi belirtilmistir.
(Flanagan ve FitzGerald, 2002). Hidrolizatlarin kopiik kapasitesindeki iyilesmenin, kiigiik
ve amfifilik 6zelligi yiiksek peptitlerin sivi hava ara-yiizeyine sogrulabilme ve yeniden

diizenlenebilme yeteneklerinden kaynaklanabilecegi belirtilmektedir (Damodaran, 1990).

Crowley vd. (2002) tarafindan Neutrase, Protamex, Alcalase, Flavourzyme ve PTN 3.0S
ticari enzimleriyle sodyum kazeinatin %1 diizeyinde hidrolize edildigi ¢aligmada, biitiin
hidrolizat 6rneklerinin pH 2,0, 7,5 ve 10’da hidrolize edilmemis sodyum kazeinata oranla

daha ytiksek kopiik kapasitesi sergiledigi saptanmaistir.

Sodyum kazeinat1 11 farkli ticari enzim (Pem, Flavourzyme, Alcalase, Promod 184,
Promod 258, Pepsin, Protex 6L, NewlaseF, Corolase PP, Corolase L10 ve Validase FP) ile
hidrolize edene Van der Ven vd. (2002), biitiin kazein hidrolizatlarmin (hidrolizasyon
derecesi %0,5-22,0) sodyum kazeinat kadar yiiksek kopiik kapasitesi gosterdigini
saptamiglardir. Bu nedenle kazein hidrolizatlarnin kopiik olusturma yeteneklerinin

peptitlerin molekiiler agirlik dagilimindan etkilenmedigi sonucuna ulagmislardir.
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Pralea vd. (2011), sodyum kazeinati kimotripsin ile farkli diizeylerde hidroliz edip
(maksimum hidroliz derecesi %38,7) santrifiij islemi sonrasi siv1 fazi (pH 4,6’da ¢cokmeyen
kisim) donuk kuruttuktan sonra islevsel Ozelliklerini incelemislerdir. Kopiik kapasitesi
hidrolize olmamis kazein ile 10 dakika hidroliz sonucu elde edilen hidrolizatta benzer
bulunmustur. Hidroliz siiresinin 40 dakikanin {izerine ¢ikmasiyla birlikte kopiik kapasitesi
hafifce azalma gostermistir. Bu veriler, kopilik kapasitesini arttirmak i¢in smirli bir

hidrolizin gerekli oldugunu ortaya koymustur.

Protein-peptit ve peptit-peptit etkilesimini ¢alismamizdakine benzer bir sekilde inceleyen
herhangi bir kaynaga rastlanmadigindan protein-peptit ve peptit-peptit etkilesiminin
incelendigi oOrneklerin kopiik kapasitesini literatiir verileriyle dogrudan karsilagtirmak

miimkiin olamamustir.

4.4.5 Kopiik stabilitesi

Asit kazein, hidrolizat ve karigimlarmm pH 7,0’daki kopiik stabilite degerleri Cizelge 4.5°te
sunulmustur. Gergeklestirilen varyans analizi sonucunda Orneklerin kopiik stablilite
degerleri ve bekletme siireleri arasindaki farkliligin ve kopiik stabilite degerleri ile

bekletme siireleri arasindaki etkilesimin istatistiksel olarak onemli oldugu saptanmistir

(p<0,001).

Kopiik stabiliteleri bekletme siiresine baglh olarak biitiin 6rneklerde dnemli diizeyde azalma
gostermistir. 10 dakikalik bekletme siiresi sonunda en diisiik kopiik stabilitesi degeri %6,2
ile 10N 6rneginde tespit edilmistir (p<0,05). Ayn1 dénemde ilging bir sekilde en yiiksek
degere %54,6 ile AK+10N 06rnegi sahip olmustur. Bu donemde 10N 6rnegi gibi AK 0rnegi
de %239 ile diisiik bir kopiik stabilitesi degeri gostermistir. Diigiik kopiik stabilite degerine
sahip bu iki Ornegin etkilesimi ile hazirlanan AK+10N 6rneginin daha yiiksek stabilite
gostermesi protein-peptit etkilesiminin stabiliteye olumlu katki sagladigmi ortaya

koymaktadir.
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Cizelge 4.5. Asit kazein, hidrolizat ve karigimlarmin kopiik stabiliteleri (%)

. Siire (Dakika)*?

Ornek 10 30 60 90 120
AK 23.9+0.13 | 13.440.92 | 5.0+1.44 | 1.0£1.41 | 0,0£0.00
1T 4135182 | 35442.54 | 31.2£1.72 | 29.940.19 | 29.9+0.19
5T 46.619.37 | 37.846.28 | 33.2+1.71 | 32.620.79 | 32,620.79
10T 4974047 | 3734247 | 36.0:2.54 | 3344626 | 33.45626
N 2135311 | 344009 | 1.6£0.13 | 1.140,09 | 0,0£0.00
5N 14.918.83 | 3.45099 | 1.4%032 | 144032 | 0,040,00
10N 6.212.08 | 414023 | 2.85041 | 2.82041 | 162221
AK+LT 30.5:0.74 | 14.843.03 | 455341 | 3.4+1,77 | 2.620.69
AK+5T 4775540 | 37.826.91 | 20.7+4.05 | 93+1.47 | 6.4+032
AK+10T | 473+1.86 | 28,624.07 | 10,120.89 | 4.9+1,17 | 3,120,601
AK+IN 48.051,95 | 24.0£0,02 | 6,1£1.07 | 1,7+1,47 | 0,3=048
AK+5N 449424 | 23.820.77 | 4.8%0,14 | 1,7%0.44 | 0,0%0,00
AK+10N | 54.6+1,10 | 23,4%0.40 | 3.60.33 | 0,0£0,00 | 0,0+0,00
1T+IN 4381278 | 144191 | 6,720.69 | 3.86038 | 3.,5:0.89
1T+5N 30.313,03 | 18,6£2,02 | 11,122,53 | 11,122.53 | 10,443.54
1T+10N 3275031 | 17.041,13 | 12.6:0.36 | 10,5134 | 8.8+1.84
5T+1N 3200484 | 581242 | 344097 | 274000 | 0.740.97
5T+5N 3525129 | 1404084 | 1024246 | 87+249 | 7.6£0.91
5T+10N 31,002,62 | 155¢1,31 | 1214037 | 93235 | 7.9+0.41
10T+1N 36,120,510 | 11,444.04 | 824455 | 3.958051 | 3.6:0.00
10T+5N 35.240,16 | 11,542.50 | 3.740.04 | 3.720.04 | 3.3+0.56
10T+10N | 30,7=1,72 | 14.8£041 | 1232099 | 11,7£1.96 | 10,9+0.93

'Ortalama + standart sapma

2Aym siitun veya satirda bulunan iki ortalama arasindaki farklilik 2,22 kritik degerinden
biiyiik ise ortalamalar istatistiksel agidan farklidir (p<0,05)

AK: Asit kazein

1T, 5T, 10T: Tripsin enzimi ile %1, 5 ve 10 diizeyinde hidrolize edilen kazein 6rnekleri

IN, 5N, 10N: Neutrase enzimi ile %1, 5 ve 10 diizeyinde hidrolize edilen kazein 6rnekleri

Bekletme siiresinin 30 dakikaya ulagmasiyla birlikte en yiiksek stabilite ST (%37,8) ve
AK+5T (%37,8) orneklerinde gozlenmis ancak 10T (%37,3) ornegi ile bu iki 6rnek
arasinda Onemli bir farklilik olusmamistir (p>0,05). Bu doénemde en diisiik stabilite
degerine 1N (%3.4) ve 5N (%3.,4), ornekleri sahip olurken bu iki 6rnek ile 10N (%4,1)
ornegi arasinda onemli bir farklilik bulunmamistir (p>0,05). Bekletme siiresi 60 dakikaya
ulastiginda en diisiik stabilite degerine %1,4 ile SN Ornegi sahip olmus, ancak bu 6rnegin
stabilite degeri ile IN (%]1,6), 10N (%2,8), ST+1N (%3.,4) ve AK+10N (%3,6) 6rneklerinin
stabilite degerleri benzer bulunmustur (p>0,05). Bu donemde en yiiksek stabilite degeri

%36,0 ile 10T 6rnegine ait olmustur. Bu 6rnek diger biitiin 6rneklerden istatistiksel olarak
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da farkli bulunmustur (p<0,05). 10T 6rnegini %33,2 ve %31,2 degerleri ile sirasiyla 5T ve

IT 6rnekleri takip etmistir.

Bekletmenin 90. dakikasinda stabilite degerleri 60. dakikadaki stabilite degerlerine benzer
bir durum ortaya koymus olup bu donemde de en yiiksek degere %33,4 degeri ile 10T
Ornegi sahip olmustur. Ancak bu 6rnek ile 5T (%32,6) ornegi arasinda istatistiksel olarak
onemli bir farklilik bulunmamistir (p>0,05). 120 dakikalik siire sonunda 6rneklerin kdpiik
stabiliteleri ¢ok kiiciik degerlere hatta bazi 6rneklerde sifir diizeyine inmistir. Bu donemde
IT (%29,9), 5T (%32,6) ve 10T (%33,4) ornekleri diger Orneklerden daha yiiksek
stabiliteye sahip olarak istatistiksel acidan da 6nemli diizeylere ulasan bir ayrigma ortaya
koymustur (p<0,05). Neutrase ile hidrolizasyondan farkli bir sekilde tripsin ile hidroliz
diizeyi %10’a ulasmasina ragmen kopuk stabilitesi artis gostermistir. Bu sonug, hidroliz
derecesi arttikca kopiik stabilitesinin azaldigini saptayan Flanagan ve FitzGerald (2002),
Van der Ven vd. (2002) ve Pralea vd. (2011)’nin sonuglarmin tam tersidir. Hidrolizasyon
diizeyi arttikca kopiik stabilitesinin azalmasmin nedeni olarak, hidroliz sonucu olusan
peptitlerin hava kabarcig1 etrafindaki proteinlerin yerine gegmesi veya hava kabarcigindaki

protein-protein etkilesimini azaltmasi ve hidroliz sonrasi artan yiik yogunlugu gosterilebilir.

Kazeinatlarin genellikle yliksek kopiik hacmi olusturduklari ancak yumurta aki ve
peyniralti suyu konsantresinden daha diisiik kopiik stabilitesi sagladiklar1 belirtilmistir
(Mulvihill, 1992). Genel olarak kazeinatlarin diisiik kopiik stabilitesine sahip olmas1 AK

orneginin koplik stabilitesinin diisiik ¢ikmasini desteklemektedir.

Protamex enzimi ile %13,3 diizeyinde hidrolize edilen kazeinin incelenen biitiin pH
degerlerinde herhangi bir kopiik stabilitesi gostermedigi saptanmustir (Flanagan ve
FitzGerald, 2002). Bu durumun, dayanikli kopiik olusumunu saglayan amfifilik 6zelligin
kaybina yol agan kisa zincirli peptitlerden kaynaklandig: belirtilmistir.

Sodyum kazeinat1 11 farkli ticari enzim (Pem, Flavourzyme, Alcalase, Promod 184,
Promod 258, Pepsin, Protex 6L, NewlaseF, Corolase PP, Corolase L10 ve Validase FP) ile
hidrolize eden Van der Ven vd. (2002), kazein hidrolizatlarinin (hidrolizasyon derecesi
%0,5-22,0) cogunlugunda kopiik stabilitesini sodyum kazeinata gore daha disiik

bulmuslardir. Kazein hidrolizatlarinin kopiik stabilitesinin molekiiler agirlik dagilimina
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paralellik gosterdigini, 7 kDa’dan biiyiik peptitlerin fazla bulunmasinin kopiik stabilitesini
arttirdigim1 saptamuglardir. Kopitik stabilitesindeki bu degiskenligin, kullanilan enzimlerin
Ozglinliiklerinin farkli olmasindan kaynaklanabilecegi seklinde degerlendirilmistir. Bu
verilerden, kopilik olusumunda amfifilik peptitlerin bulunmasi en dnemli faktor iken kopiik
stabilitesinde ise en onemli faktoriin belirli molekiil agirligindaki peptitlerin bulunmasi

oldugu sonucuna ulasilmistir.

Pralea vd. (2011), sodyum kazeinat1 kimotripsin ile farkli diizeylerde hidroliz edip
(maksimum hidroliz derecesi %38,7) santrifiij islemi sonrasi sivi fazi (pH 4,6’da ¢cokmeyen
kisim) donuk kuruttuktan sonra islevsel 6zelliklerini incelemislerdir. Hidrolize olmamis
kazein ornegi hidrolizatlara oranla daha yiliksek bir kopiik stabilitesi gostermis, hidroliz
siiresi arttikca koptik stabilitesinin azaldigir saptanmistir. Bu veriler, kopiik kapasitesini
arttrmak i¢in smirlh bir hidrolizin gerekli oldugunu, ancak bdyle bir durumda kopik

stabilitesinin 6nemli 6l¢iide azaldigim1 gostermistir.

Protein-peptit ve peptit-peptit etkilesimini ¢alisgmamizdakine benzer bir sekilde inceleyen
herhangi bir kaynaga rastlanmadigindan protein-peptit ve peptit-peptit etkilesiminin
incelendigi Orneklerin kopilik stabilitesini literatiir verileriyle dogrudan karsilastirmak

miimkiin olamamustir.
4.4.6 Emiilsiyon aktivite indeksi
Proteinler tagidiklar1 hidrofobik ve hidrofilik gruplar nedeniyle emiilsiyon olusturabilirler.

Bir gram protein tarafindan stabilize edilen m? olarak ara-yiizey alanmi ifade eden

emiilsiyon aktivite indeksi degerlerine ati bulgular Cizelge 4.6 ve Sekil 4.4’te sunulmustur.

42



Cizelge 4.6. Asit kazein, hidrolizat ve karigimlarmin emiilsiyon aktivite indeksleri

. Emiilsivon Aktivite

Ornek indel}(lsi (m?/g)*
AK 182,243.09'
1T 205,5+18,65<™
5T 194,614,979
10T 236,2+22.24"
IN 157,4+5,08™"
5N 123,7+0,44°%
10N 76,2+1,27°
AK+1T 163,3+9,50%"
AK+5T 198,5+1,88K™
AK+10T 195,641,279
AK+IN 210,3+33,69™™
AK+5N 224,7£14,71™
AK+10N 208,4+3,06™
1T+1N 139,7+2,23%0
1T+5N 136,0+0,70°%F
1T+10N 114,7+8,80°
5T+IN 145,345,659
5T+5N 122,1+0,61°
5T+10N 109,8+12,61%
10T+1N 170,1+8,25"
10T+5N 130,0+£2,06°°°
10T+10N 105,6+6,65°

'Ortalama + standart sapma

a, b, c...: Farkli harflerle gosterilen ortalamalar istatistiksel agidan farklidir (p<0,05)

AK: Asit kazein

1T, 5T, 10T: Tripsin enzimi ile %1, 5 ve 10 diizeyinde hidrolize edilen kazein 6rnekleri
IN, 5N, 10N: Neutrase enzimi ile %1, 5 ve 10 diizeyinde hidrolize edilen kazein 6rnekleri

Deneme Orneklerine ait pH 7,0’daki emiilsiyon aktivite indeksi degerleri arasinda herhangi
bir farklilik bulunup bulunmadigmi belirlemek amaciyla yapilan varyans analizi sonucunda
orneklerin emiilsiyon aktivite indeksi degerleri arasindaki farkliligin ¢ok dnemli diizeyde
oldugu saptanmustir (p<0,001). En yiiksek emiilsiyon aktivite indeksi 236,2 m?/g ile 10T
orneginde tespit edilmis olmakla birlikte bu 6rnek istatistiksel olarak AK+5N (224,7 m?/g)
ornegi ile benzerlik gostermektedir (p>0,05). En diisiik emiilsiyon aktivite indeksi degerine

ise 76,2 m%/g degeri ile 10N 6rnegi sahip olmustur. Bu 6rnek, diger érneklerin tamamindan
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istatistiksel olarak Oonemli Olgiide diisiik emiilsiyon aktivite indeksi degeri gdstermistir

(p<0,05).

270

240

210

180 &

150 -

120 -

90 -

60 -

Emiilsiyon Aktivite Indeksi (m2/g)

30 -

Sekil 4.4. Asit kazein, hidrolizat ve karisimlarinin emiilsiyon aktivite indeksleri (AK: Asit
kazein; 1T, 5T, 10T: Tripsin enzimi ile %1, 5 ve 10 diizeyinde hidrolize edilen kazein
ornekleri; IN, 5N, 10N: Neutrase enzimi ile %1, 5 ve 10 dilizeyinde hidrolize edilen kazein
ornekleri)

Tripsin enzimi ile gergeklestirilen hidrolizasyon sonrasinda elde edilen 1T (205,5 m*/g), 5T
(194,6 m?/g) ve 10T (236,2 m?/g) 6rneklerinin tamamu baslangic maddesi olan AK (182,2
m?/g) Grnegine gore daha yiiksek bir emiilsiyon aktivite indeksi degeri gostermistir. Tripsin
enzimi ile gerceklestirilen hidroliz isleminin 10T Ornegi hari¢ istatistiksel olarak onemli
olmasa da emiilsiyon aktivite indeksi degerini arttirdig1 saptanmigtir. Neutrase enzimi ile
hidrolizasyon, tripsine oranla tam tersi bir sonu¢ elde edilmesine yol acmistir. Neutrase
enzimi ile hidrolizasyon diizeyinin artmasma paralel olarak emiilsiyon aktivite indeksi
degerleri diisiis gostermistir. Bu grup icerisinde en yiiksek emiilsiyon aktivite indeksi

degeri 157,4 m?/g ile 1N 6rnegine ait iken, SN 6rnegi 123,7 m?/g ve 10N Srnegi ise 76,2
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m?/g emiilsiyon aktivite indeksi degerine sahip olmustur. Bu ii¢ drnek arasindaki farklihk
istatistiksel olarak da 6nemli bulunmustur (p<0,05). Tripsin ve Neutrase enzimlerinin peptit
bagint pargalama Ozgiinliikklerinin = farklt olmasmin bu sonucta etkili oldugu

distiiniilmektedir.

Sekil 4.4’ten de goriildiigl lizere tripsin enzimi ile farkli diizeylerde hidroliz sonucunda
tiretilmis kazein hidrolizatlarinin AK ile etkilesimi (protein-peptit) sonucunda hazirlanan
6rneklerin (AK+1T, AK+5T ve AK+10T) emiilsiyon aktivite indeksleri 163,3 m?/g, 198,5
m?/g ve 1956 m?g seklinde hidroliz diizeyine bagh olarak diizensiz bir degisim
gdstermistir. Protein-peptit etkilesim sonucu hazirlanan AK+10T (195,6 m?/g) Srneginin
emiilsiyon aktivite indeksi, AK (182,2 m?/g) ve 10T (236,2 m?/g) 6rneklerinin emiilsiyon
aktivite indeksleri arasinda yer alirken, AK+1T (163,3 m?/g) drnegi kendi bilesenlerinden
(AK 182,2 m?/g ve 1T 2055 m?/g) daha diisik, AK+5T. (198,5 m?%/g) ornegi de kendi
bilesenlerinden (AK 1822 m?/g ve 5T 194,6 m?/g) daha yiiksek emiilsiyon aktivite
indeksine sahip olmustur. Bu durum, hidrolizatlardaki peptit boyutu ve protein-peptit
etkilesiminin emiilsiyon aktivite indeksi iizerinde 6nemli bir etkiye sahip oldugunu

gostermektedir.

Neutrase enzimi ile farkli diizeylerde hidroliz sonucunda iiretilmis kazein hidrolizatlarinin
AK ile etkilesimi (protein-peptit) sonucunda hazirlanan 6rneklerin (AK+1N, AK+5N ve
AK+10N) emiilsiyon aktivite indeksleri 210,3 m?/g, 224,7 m?/g ve 208,4 m%/g seklinde
diizensiz bir degisim gostermistir (p>0,05). Protein-peptit etkilesimi sonucu hazirlanan
orneklerin tamaminin emiilsiyon aktivite indeksleri, kendilerini hazirlamak i¢in kullanilan
AK (182,2 m?/g), 1IN (157,4 m?/g), 5N (123,7 m?g) ve 10N (76,2 m%/g) orneklerinin
emiilsiyon aktivite indekslerinden biiyiik ¢ikmistir. Ayrica istatistiksel agidan da AK+10N
ornegi haric onemli bir farklilik bulunmustur (p<0,05). Bu durum Neutrase hidrolizi
sonucunda elde edilen peptitlerin AK ile emiilsiyon aktivite indeksini arttiracak sekilde

etkilesime girdigini gostermektedir.

Peptit-peptit etkilesiminin incelendigi Orneklerin (1T+IN, I1T+5N, 1T+10N, S5T+IN,
5T+5N, 5T+10N, 10T+1N, 10T+5N ve 10T+10N) emiilsiyon aktivite indeksleri hidroliz

diizeyinden bagimsiz bir degisim gostermis ve genellikle kendilerini iiretmek icin
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kullanilan bilesenlerden daha diisiikk emiilsiyon aktivite indeksi degerlerine sahip olmustur.
Bu durum, peptit boyutu ve peptit-peptit etkilesiminin emiilsiyon aktivite indeksinde

onemli parametreler oldugu seklinde degerlendirilmistir.

Chobert vd. (1988a), kazeini tripsin ile %4,3, 8,0 ve 9,9 diizeyinde hidrolize ettiklerinde
hidrolize edilmemis kazeine gore emiilsiyon aktivite indeksinde 6-8 pH araliginda iyilesme
saglandigini belirlemislerdir. Ancak V8 proteazi ile %2,0 ve 6,7 diizeyinde hidrolize edilen
orneklerin emiilsiyon aktivite indeksinde iyilesme olmadigi saptanmamistir. Bu sonugclar,
hidrolizasyonda kullanilan enzimin 0zgiinliigiiniin hidrolizatin emiilsiyon olusturma

Ozelligini 6nemli 6lgiide etkiledigini gostermektedir.

Haque ve Mozaffar (1992) asit kazeinin immobilize tripsin enzimiyle hidrolize edip
emiilsiyon aktivite indeksini belirlemislerdir. Asit kazeinin 144 mzlg olan emiilsiyon
aktivite indeksinin, tripsin ile %2, 3, 4 ve 5 diizeyinde hidroliz sonrasinda sirasiyla 225,

340, 362 ve 298 m?/g degerlerine yiikseldigini saptamuslardir.

Crowley vd. (2002) tarafindan Neutrase, Protamex, Alcalase, Flavourzyme ve PTN 3.0S
ticari enzimleriyle sodyum kazeinatin %1 diizeyinde hidrolize edildigi ¢ailismada, kendi
calismamizda Neutrase enzimiyle elde edilen sonuglara benzer sekilde, biitiin hidrolizat
orneklerinin pH 4,0-8,0’da hidrolize edilmemis sodyum kazeinata oranla hafif¢ce daha

diisiik emiilsiyon aktivitesi sergiledigi saptanmustir.

Caligmamiza benzer sekilde, Luo vd. (2014) sodyum kazeinatin emiilsiyon aktivite
indeksini 175,64 m?g olarak belirlemislerdir. Tripsin enzimiyle hidrolizasyon diizeyi
%14,9’dan %20,7’ye yiikseldik¢e emiilsiyon aktivite indeksinin de arttigmi saptamislardir.
Diizenli olmamasina karsin ¢aligmamizda da tripsin hidrolizi ile elde edilen 6rneklerde

benzer bir artig gozlenmistir.

Protein-peptit ve peptit-peptit etkilesimini ¢alismamizdakine benzer bir sekilde inceleyen
herhangi bir kaynaga rastlanmadigindan protein-peptit ve peptit-peptit etkilesiminin
incelendigi Orneklerin emiilsiyon aktivite indeksini literatlir verileriyle dogrudan

karsilagtirmak miimkiin olamamustir.
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4.4.7 Emiilsiyon stabilite indeksi

Yiizeyde krema tabakasi olusumu ve emiilsiyon damlaciklarinin kiimelesmesi sonucunda
emiilsiyonun bozulmasi gergeklesmektedir. Emiilsiyon damlaciklarinin kiimelesmesi
damlacik boyutunu arttirmakta ve sonugta da genellikle krema tabakasi olusumuna yol
a¢cmaktadir. Emiilsiyon olusturma isleminin etkin yapilmamasi durumunda da kisa siirede
krema tabakasinin olusumu goézlenebilir. Deneme Orneklerinin pH 7,0’da olusturduklar1
emiilsiyonun dayanim siiresinin (dakika olarak) bir 6lgiisii olan emiilsiyon stabilite indeksi
degerlerine ait veriler Cizelge 4.7 ve Sekil 4.5’te gosterilmistir. Orneklerin emiilsiyon
stabilite indeksi degerleri arasinda herhangi bir farklilik bulunup bulunmadigini belirlemek
amaciyla yapilan varyans analizi sonucunda drneklerin emiilsiyon stabilite indeksi degerleri

arasmdaki farkliligin 6nemli diizeyde oldugu saptanmustir (p<0,02).

En yiiksek emiilsiyon stabilite indeksi 91,9 dk ile 10T 6rneginde tespit edilmis olmakla
birlikte bu ornek istatistiksel olarak 1T (74,1 dk), 1T+1IN (64,1 dk) ve ST+10N (64,6 dk)
ornekleri ile benzerlik gostermektedir (p>0,05). En diisiik emiilsiyon stabilite indeksi
degerine ise 29,5 dk ile AK+5T ve AK+1IN oOrnekleri sahip olmustur. Bu 6rneklerin diistik
emiilsiyon stabilite indeksi gostermelerinin nedeni amfifilik peptitlerin yeterli diizeyde
bulunmamas1 veya amfifilik peptitlerin kendi aralarindaki etkilesimi sonucunda amfifilik

karakterin azalmasi olabilir (Nielsen, 1997).

Tripsin enzimi ile gergeklestirilen hidrolizasyon sonrasinda elde edilen 1T (74,1 dk), 5T
(59,3 dk) ve 10T (91,9 dk) orneklerinin tamami baslangic maddesi olan AK (34,4 dk)
ornegine gore daha yliksek bir emiilsiyon stabilite indeksi gostermistir. Tripsin enzimi ile
gerceklestirilen hidroliz igleminin 1T ve 10T Orneklerinin emiilsiyon stabilite indeksi
degerini AK Ornegine kiyasla istatistiksel olarak Onemli 6l¢lide arttirdigi saptanmustir

(p<0,05).
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Cizelge 4.7. Asit kazein, hidrolizat ve karisimlarmin emiilsiyon stabilite indeksleri

. Emiilsiyon Stabilite

Ornek fudekel (dk)’
AK 34,4+7,94%
1T 74,1+24,53%
5T 59,3+13,75%°
10T 91,9+14,12°
1N 41,4+9,08%™
5N 44,7+15,64%°
10N 48,6+9,93%°
AK+1T 49,922 ,70%°
AK+5T 29,5+7,56°
AK+10T 36,9+7,15%
AK+1N 29,5+6,85°
AK+5N 43,1+0,41%
AK+10N 38,0+5,30°
1T+1N 64,1+12,31°¢
1T+5N 51,4+9,81%°
1T+10N 54,1+0,72%°
5T+1N 53,8+23,66™°
5T+5N 52,4+3,22%
5T+10N 64,6+17,80"
10T+1N 63,0+4,51™
10T+5N 50,4+2,25%
10T+10N 48,7+11,76*°

'Ortalama + standart sapma

a, b, ¢, d: Ayn siitunda farkli harflerle gosterilen ortalamalar istatistiksel agidan farkhdir
(p<0,05)

AK: Asit kazein

1T, 5T, 10T: Tripsin enzimi ile %1, 5 ve 10 diizeyinde hidrolize edilen kazein 6rnekleri

AN, 5N, 10N: Neutrase enzimi ile %1, 5 ve 10 diizeyinde hidrolize edilen kazein 6rnekleri

Neutrase enzimi ile hidrolizasyon, tripsin enzimi ile hidrolizasyona benzer bir sonug¢ elde
edilmesini saglamistir. Neutrase enzimi ile hidrolizasyon diizeyinin artmasma paralel
olarak emiilsiyon stabilite indeksi degerleri de artis gdstermistir. Istatistiksel olarak
herhangi bir farklilik bulunmamakla birlikte (p>0,05) bu grup igerisinde en yiiksek
emiilsiyon stabilite indeksi degeri 48,6 dk ile 10N Ornegine ait iken, SN ornegi 44,7 dk ve

IN 6rnegi ise 41,4 dk emiilsiyon stabilite indeksi degerine sahip olmustur.

48



120

[EEN
o
o

]
o

N
o

Emiilsiyon Stabilite indeksi (dk)
(o]
o

N
o
|

&

Sekil 4.5. Asit kazein, hidrolizat ve karisimlarmin emiilsiyon stabilite indeksleri (AK: Asit
kazein; 1T, 5T, 10T: Tripsin enzimi ile %1, 5 ve 10 diizeyinde hidrolize edilen kazein
ornekleri; IN, 5N, 10N: Neutrase enzimi ile %1, 5 ve 10 diizeyinde hidrolize edilen kazein
ornekleri)

Tripsin enzimi ile farkli diizeylerde hidroliz sonucunda tiretilmis kazein hidrolizatlarmin AK ile
etkilesimi (protein-peptit) sonucunda hazirlanan 6meklerin (AK+1T, AK+5T ve AK+10T)
emiilsiyon stabilite indeksleri 49,9 dk, 29,5 dk ve 36,9 dk seklinde hidroliz diizeyine bagh
olarak diizensiz bir degisim gostermistir. Protein-peptit etkilesimi sonucu hazirlanan AK+1T
(49,9 dk) ve AK+10T orneklerinin emiilsiyon stabilite indeksleri, AK (34,4 dk) ve 1T (74,1 dk)
veya 10T (91,9 dk) orneklerinin emiilsiyon stabilite indeksleri arasinda yer alirken, AK+5T
(29,5 dk) 6rnegi kendi bilesenlerinden (AK 34,4 dk ve 5T 59,3 dk) daha diisiik emiilsiyon
stabilite indeksine sahip olmustur. Bu durum hidrolizatlardaki peptit boyutunun ve protein-
peptit etkilesiminin emiilsiyon stabilite indeksi iizerinde etkiye sahip 6nemli bir parametre

oldugunu gostermektedir.

Neutrase enzimi ile farkl diizeylerde hidroliz sonucunda firetilmis kazein hidrolizatlarmm AK
ile etkilesimi (protein-peptit) sonucunda hazirlanan 6rneklerin (AK+1N, AK+5N ve AK+10N)
emiilsiyon stabilite indeksleri 29,5 dk, 43,1 dk ve 38,0 dk seklinde diizensiz bir degisim
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gostermistir. Protein-peptit etkilesimi sonucu hazirlanan AK+IN (29,5 dk) 6rnegi kendi
bilesenleri olan AK (34,4 dk) ve IN (41,4 dk) 6rneklerinden daha diisiik, AK+5N (43,1 dk) ve
AK+10N (38,0 dk) ornekleri ise kendi bilesenleri olan AK (34,4 dk), 5N (44,7 dk) veya 10N
(48,6 dk) ornekleri arasinda bir emiilsiyon stabilite indeksi degeri gostermistir. Bu durum
Neutrase hidrolizi sonucunda elde edilen peptitlerin AK ile emiilsiyon stabilite indeksini

azaltacak sekilde etkilesime girebilecegini gostermektedir.

Peptit-peptit etkilesiminin incelendigi 6rneklerin (1T+IN, 1T+5N, 1T+10N, 5T+1N, 5T+5N,
5T+10N, 10T+IN, 10T+5N ve 10T+10N) emiilsiyon stabilite indeksleri hidroliz diizeyinden
bagimsiz bir degisim gostermistir. Etkilesim sonucu hazirlanan 6rnekler istisnalar olmakla
birlikte ¢cogunlukla kendilerini iiretmek i¢in kullanilan tripsin hidrolizatlarindan daha diisiik,
ancak Neutrase hidrolizatlarindan ise daha yiiksek bir emiilsiyon stabilite indeksi degerine
sahip olmustur. Bu durum, peptit boyutu ve peptit-peptit etkilesiminin emiilsiyon stabilite

indeksinde 6nemli parametreler oldugu seklinde degerlendirilmistir.

Crowley vd. (2002) tarafindan Neutrase, Protamex, Alcalase, Flavourzyme ve PTN 3.0S ticari
enzimleriyle sodyum kazeinatin %1 diizeyinde hidrolize edildigi ¢aligmada, bizim
calismamizdaki sonuglarm tersine, biitiin hidrolizat 6rneklerinin pH 6,0-8,0’da hidrolize

edilmemis sodyum kazeinata oranla daha diisiik emiilsiyon stabilitesi sergiledigi saptanmistur.

Calismamiza benzer sekilde, Luo vd. (2014) sodyum kazeinatin emiilsiyon stabilite indeksini
33,79 dk olarak belirlemiglerdir. Tripsin enzimiyle hidrolizasyon diizeyi %14,9’dan %20,7’ye
ylikseldik¢e emiilsiyon stabilite indeksinin (43,91-74,00 dk arasinda) diizensiz bir artig
gosterdigini, ancak sodyum kazeinattan daha yiiksek bir degere sahip oldugunu saptamislardir.
Diizenli olmasa da ¢alismamizda da benzer bir artiy gézlenmis, ancak caligmamizda daha

yiiksek stabilite indeksi degerine (91,9 dk) ulasiimustir.

Protein-peptit ve peptit-peptit etkilesimini ¢alismamizdakine benzer bir sekilde inceleyen
herhangi bir kaynaga rastlanmadigindan protein-peptit ve peptit-peptit etkilesiminin incelendigi
orneklerin emiilsiyon stabilite indeksini literatlir verileriyle karsilagtrmak miimkiin

olamamustir.
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BOLUM V

SONUCLAR

Tripsin ve Neutrase enzimleri kullanilarak asit kazein, hidroliz derecesi %1, 5 ve 10 olacak
sekilde hidrolize edilmis ve sonra da protein-peptit ve peptit-peptit etkilesimi

gergeklestirilmistir.

Asit kazein ve hidrolize kazein orneklerinin (1T, 5T, 10T, IN, 5N ve 10N) su, kiil ve
protein iceriklerinin sirasiyla %1,87-4,78, %1,54-5,41 ve %92,62-97,29 arasinda degisim

gosterdigi saptanmistir.

Tripsin enzimine oranla Neutrase enziminin daha kiiciik peptitlerin olusumunu sagladigi

trisin sodyum dodesil siilfat poliakrilamid jel elektroforezi ile tespit edilmistir.

Hidrolizatlar (1T, 5T, 10T, 1N, 5N ve 10N), protein-peptit (AK+1T, AK+5T, AK+10T,
AK+1N, AK+5N ve AK+10N) ve peptit-peptit (1T+1N, 1T+5N, 1T+10N, 5T+1N, 5T+5N,
ST+10N, 10T+IN, 10T+5N, 10T+10N) etkilesimi ile hazirlanan Ornekler, biitiin pH
degerlerinde (1,0, 3,0, 5,0, 7,0, 9,0 ve 11,0), istisnalar olmakla birlikte asit kazeine oranla
daha yiiksek bir protein ¢oziinlirligli géstermistir. Asit kazeine gore 3,0 pH degerlerinde
AK+10T ve AK+IN orneklerinin daha diisiik bir protein ¢oziiniirliigline sahip olmalari,

¢oziiniirliik lizerine protein-peptit etkilesiminin dnemli etkisinin oldugunu gostermistir.

Asit kazein 6rneginin su tutma kapasitesi 3,010,199 g su/g 6rnek olarak saptanmistir. Asit
kazein disinda kalan orneklerin analiz kosullarinda ¢6ziinmesi nedeniyle, bunlara ait su

tutma kapasitelerinin dogru bir sekilde dl¢iilmesi miimkiin olamamustir.

Deneme Orneklerinin yag tutma kapasitesi 0,74-2,32 g yag/g Ornek arasinda degisim
gostermistir. Genel olarak her iki enzim ile hidroliz sonucunda elde edilen 6rneklerin (1T,
5T, 10T, 1IN, 5N ve 10N) yag tutma kapasitelerinde kazeine gore iyilesme saglanmustir.
Ozellikle, en yiiksek yag tutma kapasitesini AK+1N &rneginin gdstermesi dikkat cekici

bulunmustur. Bu durum, 5N, 10N ve 6zellikle de IN 6rnegi igerisinde bulunan peptitlerin
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AK ile yag tutma kapasitesini arttiracak yonde etkilesime girdigini gostermektedir. Bu
sonug, peptit boyutu ve protein-peptit etkilesiminin yag tutma kapasitesinde 6nemli oldugu

seklinde degerlendirilmistir.

Tripsin ve Neutrase enzimleri ile hidrolize edilen 6rneklerin kopiik kapasiteleri asit kazeine
gore daha diisik bulunmustur. Gerek tripsin ve Neutrase enzimi yardimiyla {iretilen
hidrolizatlar ile asit kazein arasindaki etkilesim (protein-peptit etkilesimi) gerekse
hidrolizatlarin kendi aralarindaki etkilesim (peptit-peptit etkilesimi) sonucu hazirlanan
orneklerin kopiik kapasiteleri, asit kazeinin kopiik kapasitesinden daha diisiik ¢ikmistir. Bu
durum, tripsin veya Neutrase enzimi ile hidroliz sonucunda elde edilen peptitlerin kendi
aralarinda veya asit kazein ile kopiik kapasitesini azaltacak sekilde etkilesime girdigini

gostermistir.

Deneme 6rneklerinin kopiik stabiliteleri bekletme siiresine bagli olarak biitiin 6rneklerde
onemli diizeyde azalma gostermistir. 10 dakikalik bekletme siliresi sonunda ilging bir
sekilde en yiliksek kopiik stabilitesine %54,6 ile AK+10N Ornegi sahip olmustur. Bu
donemde 10N (%6,2) 6rnegi gibi AK (%23,9) 6rnegi de diisiik bir kopiik stabilitesi degeri
gostermistir. Diisiik kopiik stabilitesine sahip bu iki 6rnegin etkilesimi ile hazirlanan
AK+10N 6rneginin daha yiiksek stabilite gdstermesi protein-peptit etkilesiminin stabiliteye

olumlu katki sagladigini ortaya koymustur.

Tripsin enzimi ile gerceklestirilen hidrolizasyon sonrasinda elde edilen 6rneklerin tamami
asit kazein 0rnegine gore daha yiiksek bir emiilsiyon aktivite indeksi degeri gostermistir.
Neutrase enzimi ile hidrolizasyon, tripsine oranla tam tersi bir sonu¢ elde edilmesine yol
acmustir. Neutrase enzimi ile hidrolizasyon diizeyinin artmasina paralel olarak emiilsiyon
aktivite indeksi degerleri diisiis gostermistir. Elde edilen bu sonugta, tripsin ve Neutrase
enzimlerinin peptit bagimi parcalama Ozgiinliiklerinin farkli olmasinin etkili oldugu
diisliniilmiistiir. Ayrica hidrolizatlardaki peptit boyutu ve protein-peptit etkilesiminin

emiilsiyon aktivite indeksi lizerinde dnemli bir etkiye sahip oldugu da belirlenmistir.

Peptit-peptit etkilesiminin incelendigi Oorneklerin emiilsiyon aktivite indeksleri hidroliz

diizeyinden bagimsiz bir degisim gostermis ve genellikle kendilerini iiretmek icin
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kullanilan bilesenlerden daha diisiik emiilsiyon aktivite indeksi degerlerine sahip olmustur.
Bu durum, peptit boyutu ve peptit-peptit etkilesiminin emiilsiyon aktivite indeksinde

onemli parametreler oldugu seklinde degerlendirilmistir.

Gerek Neutrase ve gerekse tripsin enzimi ile gerceklestirilen hidrolizasyonda hidrolizasyon
derecesinin artmasina paralel olarak emiilsiyon stabilite indeksi de artis gostermistir.
Tripsin ve Neutrase enzimleriyle farkli diizeylerde hidroliz sonucunda firetilmis kazein
hidrolizatlarinin asit kazein ile etkilesimi (protein-peptit) sonucunda hazirlanan 6rnekler ile
peptit-peptit etkilesiminin incelendigi 6rneklerin emiilsiyon stabilite indeksleri diizensiz bir

degisim gostermistir.

Genel olarak tripsin ve Neutrase enzimlerinin Ozgiinliikklerinin farkli olmasi degisik
kimyasal ve islevsel 6zelliklere sahip hidrolizatlara ve bunlarin etkilesimlerine yol agmustir.
Calisma sonucunda elde edilen veriler protein-peptit ve peptit-peptit etkilesiminin islevsel
ozellikler iizerinde ¢ok etkili olabilecegini ortaya koymustur. Ileriki ¢alismalarda islevsel
Ozellikler tizerinde etkili olan hidrolizatlardaki peptitlerin ve etkilesim sekillerinin
belirlenmesinin  hem uygulama hem de bilgi birikimi agisindan yararli olacagi

degerlendirilmektedir.
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